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lnsatPC fosfatidilcolina insaturada
constante de activación de calcio
LC estado líquido condensado
LE estado líquido expandido
LipNeu lípidos neutros
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LPS lipopolisacárido
MBP proteína ligante de manosa
NRDS síndrome de distress respiratorio neonatal
P presión
PC fosfatidilcolina
PE fosfatidiletanolamina
PG fosfatidilgílcerol
Pl fosfatidilinositol
POPC 113-palmitoil-’y-oleil-L-a-fosfatidilcolina
PS fosfatidilserina
r radio alveolar
SatPC fosfatidilcolina saturada
SM esfmgomielina
SP-A proteína A del surfactante pulmonar
SP-B proteína B del surfactante pulmonar
SP-C proteína C del surfactante pulmonar
SP-D proteina D del surfactante pulmonar
Tm temperatura de transición de fase
UTR regiones no traducidas del DNA
tensión superficialy
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1.1. EL SURFACTANTE PULMONAR. IMPORTAN- 
CIA BIOLÓGICA Y CLÍNICA 
La importancia de las fuerzas de ten- 
sión superficial dentro de las propiedades 
mecánicas del pulmón fue reconocida por 
primera vez hace 70 anos por el fisiólogo 
sueco Kurt von Neergaard (von Neergaard 
1929). En 1961, Clements y colaboradores 
(Clements et al. 1961) propusieron un mo- 
delo basado en la ley de Laplace para ex- 
plicar las fuerzas que actúan en el interior 
de los alveolos pulmonares durante la res- 
piración. Según este modelo, el pulmón se 
compondría de un conjunto de cámaras 
esféricas (los alveolos) conectadas con el 
exterior por una serie de conductos. La ley 
de Laplace relaciona la presión de aire 
necesaria para abrir estas cámaras (P) con 
el radio de éstas (r) y con la tensión super- 
ficial en su interior (r) (fig. 1 .l): 
p=2y 
r 
Según esta relación, la presión necesa- 
ria para volver a expandir los alveolos de 
menor radio tras una espiración sería muy 
alta si la comparamos con la que se precisa 
para aquellos otros de gran tamaño. Esto 
hace que los primeros tiendan a colapsarse, 
comprometiéndose seriamente la función 
respiratoria. La estabilidad mecánica del 
alveolo pulmonar es posible gracias al 
surfactante pulmonar, tm complejo lipo- 
proteico que se encuentra tapizando sus 
paredes. Gracias a sus propiedades ten- 
soactivas, el surfactante es capaz de reducir 
la tensión superficial en la interfase ai- 
re/agua hasta valores inferiores a 10 mN/m 
al final de la espiración (el valor para el 
agua pura es de 72 mN/m), evitando así el 
colapso de los alveolos mas pequeños 
(Hamm et al. 1996, Hawgood 1997). 
Ademas de su función mecánica, se 
atribuyen otras propiedades al surfactante 
\/ 
-Af=+ 
Figura 1.1. Esquema del alveolo pulmonar 
donde se muestran las fuerzas que actúan en el 
interior de los alveolos pulmonares. El agua al- 
veolar tiende a colapsar el alveolo debido a las 
fuerzas de tensión superficial (flechas pequeiias). 
Estas fuerzas son las que el pulmón debe vencer 
durante la inspiración (flechas grandes). 
pulmonar, como es la de evitar la transuda- 
ción de líquido intersticial al espacio al- 
veolar (Daniels et al. 1995, Hohlfeld et al. 
1997). También se ha demostrado una fun- 
ción de defensa frente a microorganismos 
patógenos. Recientemente se ha compro- 
bado que esta ultima propiedad se debe a 
las proteínas hidrofilicas (ver mas adelan- 
te). Debido a sus propiedades tensoactivas, 
el surfactante pulmonar favorece la solva- 
tación de las partículas pequeñas que pe- 
netran por las vías aéreas con el agua de la 
subfase acuosa, facilitando así su contacto 
con el epitelio alveolar (Schürch et al. 
1990). Este hecho posibilitaría por tanto la 
fagocitosis de estas partículas por los ma- 
crófagos alveolares, si bien la solvatación 
también podría facilitar la interacción de 
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toxinas y sustancias nocivas con el epitelio
alveolar. Asimismo, se ha demostrado su
actividad antioxidante y la capacidad inmu-
norreguladora de algunos de sus compo-
nentes (Wright 1997).
Alteraciones cualitativas y cuantitati-
vas del surfactante pulmonar aparecen aso-
ciadas a numerosas patologías pulmonares,
habiéndose observado variación en la com-
posición lipídica, disminución en la relación
cuantitativa lipido/proteina y alteración de
sus propiedades tensoactivas (Hamm et al.
1996). Entre estas patologías resulta de
especial interés el sffidrome de distress
respiratorio neonatal (NRDS), causado
por una deficiencia de surfactante debida a
la inmadurez pulmonar y que es muy fre-
cuente en prematuros (Avery y Mead
1959). Es precisamente en el tratamiento
de esta patología donde más se han desa-
rrollado las posibilidades terapeúticas de
diversos surfactantes exógenos. El origen
de los surfactantes utilizados en la práctica
clínica es variado: lavado pulmonar de ter-
nera, extracto orgánico de pulmón bovino
o porcino troceado, y extracto de líquido
amniótico humano, habiéndose puesto a
punto también algunos surfactantes artifi-
ciales. Varias lineas de investigación estu-
dian actualmente la incorporación de pép-
tidos sintéticos que imiten las propiedades
de las proteínas especificas del surfactante
natural, y el uso de estos surfactantes en
otras patologías pulmonares (síndrome de
distress respiratorio del adulto, neumonia,
neumonitis por hipersensibilidad, enferme-
dad pulmonar obstructiva) y en trasplante
de pulmón (Hamin et al? 1996).
1.2. COMPOSICIÓN DEL SURFACTANTE PULMO-
NAR. DESCRIPCIÓN ESTRUCTURAL DE SUS COM-
PONENTES
El surfactante pulmonar se compone
aproximadamente de un 90% de lípidos y
un 10% de proteínas en peso. En la figura
2 se representa la composición cuantitativa
en peso del surfactante pulmonar según la
revisión de Johansson y Curstedt (Jo-
hansson y Curstedt 1997). En esta figura
no se incluyen otras proteínas, en su mayo-
ría de origen plasmático, que suelen apare-
cer débilmente asociadas al surfactante en
el lavado broncoalveolar y que se aislan
con él.
1.2.1 COMPOSICIÓN LIPÍDICA
En las numerosas especies estudiadas,
los fosfolipidos constituyen el 80-90% en
peso de los lípidos del surfactante (flg.
1.2), siendo el resto lípidos neutros, princi-
palmente colesterol (Johansson y Curstedt
1997, van Golde y Casals 1997). La fosfa-
tidileolina (PC), que es el fosfolipido ma-
yoritario (70-80%), se encuentra disatura-
da (SatPC) en gran parte, principalmente(~ 40%) en forma de dipalm¡toilfosfati-
dilcolina (DPPC). Entre las especies msa-
turadas predominan las formas monoenoi-
cas, especialmente la 1 -palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC).
En hombre, perro y rata, entre otras
especies, el segundo fosfolípido en impor-
tancia es el fosfatidilglicerol (PG), que apa-
rece en una proporción anormalmente alta
(10%), si bien en algunas especies o en
determinadas fases del desarrollo de otras
especies aparece sustituido por otro fosfo-
lípido ácido, el fosfatifilinositol (PI). Otros
l.INTRODUCCli)N 
PS+PI 
SP-A 
-SP-6 
F@rd 1.2. Composición cuantitativa del surfactante pulmonar. DPPC, dipalmitoilfosfatidilcolina; SatPC. 
fosfatid&olina saturada; InsatPC, fosfatidilcolina insaturada; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; 
PS. fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol; SM, esfíngomielina; LipNeu, lípidos neutros. 
fosfolípidos minoritarios son la fosfatidilse- 
rina (PS), la fosfatidiletanolamina (PE) y la 
esfingomiehna (SM). En la composición 
lipídica del surfactante se han encontrado 
ademas glicolípidos, aunque aun no se co- 
noce su función. También se han detectado 
cantidades importantes de plasmalógenos 
de colina, con un residuo de pahnitoilo en 
la posición sn-2. 
Se ha observado que junto a los lípidos 
del surfactante se secreta vitamina E, lo 
que explicaría al menos en parte sus pro- 
piedades antioxidantes (Rüstow et al. 
1993). 
1.2.2 COMPOSICIÓN PROTEICA 
Las proteínas que se aislan con el sur- 
factante son apoproteínas específicas apro- 
ximadamente en un 50 %; el resto lo cons- 
tituyen otras proteínas inespecíficas como 
albúmina, lipoproteínas séricas, inmuno- 
globulinas (IgG e IgA), citoquinas y facto- 
res de crecimiento, en gran parte de origen 
plasmático (Hawgood 1997, Wright 1997). 
Se han detectado además varios oligopép- 
tidos aniónicos ricos en aspartato con pro- 
piedades antibacterianas (Brogden et al. 
1996). 
Las proteínas específicas se denominan 
SP-A, SP-B, SP-C y SP-D, según la no- 
menclatura propuesta por Possmayer en 
1988 (Possmayer 1988). Sus características 
estructurales se detallan a continuación. 
SP-A 
La SP-A, denominada SAP-35 hasta 
1988 y descrita por primera vez en 1973 
(King et al. 1973), es una proteína hidrofí- 
lita, con un pT de 4.4-5.6 (Benson et al. 
1985). Su estructura cuaternaria consiste 
en un octadecámero de 650-700 kDa, 
compuesto por seis trímeros que forman 
hélices de tipo colagénico (Voss et al. 
1988, Haagsman et al. 1989, King et al. 
1989) (fig. 1.3). Se ha observado mediante 
microscopía electrónica que esta estructura 
es muy similar a la de la proteína Clq, pre- 
sentando el aspecto de un ramo de flores 
con una longitud de 20 nm (Voss et al. 
1988). Los monómeros, de 28-36 kDa, 
están unidos mediante puentes disulfuro e 
interacciones de tipo no covalente entre sus 
dominios colagénicos. La variación en el p1 
y en la masa molecular del monómero de 
proteína se debe a los distintos grados de 
glicosilación y a las modificaciones cova- 
lentes sufridas a lo largo de su ciclo meta- 
bólico. 
La SP-A pertenece a la familia de las 
llamadas lectinas tipo C o dependientes de 
Ca” y, dentro de éstas, se incluye en el 
grupo de las colectinas (lectinas con un 
dominio colagénico), junto con las proteí- 
nas ligantes de manosa (MBPs), la SP-D, la 
colectina 43 (CL-43) y la conglutinina. 
Todas estas proteínas poseen una estructu- 
ra cuaternaria muy similar a la de la SP-A 
(fig. 1.4), en la que podemos distinguir 
varias regiones: 
- La región N-terminal consta de 7- 
10 aminoácidos. Uno de estos aminoá- 
cidos es una cisteína implicada en la 
formación de un puente disulfuro inter- 
catenario (Haas et al. 1991). Los puen- 
tes disulfuro formados de este modo 
conectan covalentemente a los seis trí- 
meros que constituyen el octadecámero. 
En la posición 1 existe una Asn que se 
encuentra glicosilada en rata (McCor- 
mack et al. 1994a) y posiblemente en 
perro (Benson et al. 1985). Esta Asn no 
aparece en cambio en conejo (Bogga- 
ram et al. 1988) ni en hombre (Floros et 
al. 1986). 
- A esta zona le sigue un dominio 
constituido por 70-73 aminoácidos que 
forman una hélice de tipo colagénico 
(Whitsett et al. 1985a, Whitsett et al. 
1985b, Ross et al. 1986a, Voss et al. 
1988, Haagsman et al. 1989). La se- 
cuencia de esta región está compuesta 
por 23-24 repeticiones de la secuencia 
Gly-X-Y, donde Y es hidroxiprolina en 
mas de la mitad de ellas. Estos residuos 
de hidroxiprolina parecen ser importan- 
tes para mantener la estabilidad de la 
A 
! 
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Figura 1.3. Formas monomérica (A). tri- 
mérica (B) y octadecamérica (C) de la SP-A. 
hélice colagénica (McCormack et al. 
1994a). Hacia la mitad de este dominio 
hay una Gly que no forma parte de nin- 
gún triplete, lo que origina una disconti- 
nuidad en la hélice. Esta discontinuidad 
podría funcionar como bisagra dentro 
de la molécula. 
- Más adelante hay una zona de 30- 
40 aminoácidos conocida como “cue- 
Uo”, que conecta la zona colagénica con 
el dominio globular C-terminal. Su se- 
cuencia se ajusta a la de una hélice anfi- 
pática, seguida de un segmento hidrofó- 
hico. Aunque la estructura primaria de 
esta región no está muy conservada, la 
repetición periódica de héptadas donde 
los residuos primero y cuarto son hi- 
drofóbicos hace pensar que la estructura 
tridimensional sí lo está (Weis y Dri- 
ckamer 1994). El segmento N-terminal 
del cuello, al igual que en otras co- 
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SP-A SP-D 
MBP CL-43 CONGLUTININA 
Figura 1.4. Proteínas del grupo de las colectinas. La SP-D y la conglutinina son proteínas dodecamén- I 
cas la SP-A y la proteína ligante de manosa (ME3P) son octadecaméricas: la colectina 43 (CL-43) es trime- 
ricá. En el dibujo se ha intentado mantener la proporción de tamaño de las distintas regiones dentro de cada 
- proteína, y de 1;s distintas proteínas entre sí. 
lectinas, podría formar un “coiled-coil” 
compuesto por tres hélices a (Hoppe et 
al. 1994). Aunque para la SP-A no se 
ha demostrado aun, es posible que 
existan interacciones no covalentes en- 
tre el extremo C-terminal de esta región 
y el dominio globular. 
- Finalmente encontramos un domi- 
nio globular de tipo lecha (de reco- 
nocimiento de carbohidratos) formado 
por unos 130 aminoácidos. La Asn- 
está unida covalentemente a una cadena 
oligosacárida rica en manosa y acabada 
en un residuo de ácido siálico (Whitsett 
1985a, Whitsett et al. 1985b, Whitsett 
et al. 1985c, Phelps et al. 1986, Ross et 
al. 1986a). En la SP-A humana se han 
hallado determinantes antigénicos del 
grupo sanguíneo A en esta cadena 
(Stahhnan et al. 1992). También hay en 
este dominio cuatro cisteínas que parti- 
cipan en dos puentes disulfuro intraca- 
terrarios (Haagsman et al. 1989, Ross et 
al. 1991). Estos puentes disulfuro, así 
como la posición de otros 13 residuos 
de esta región, están muy conservados 
en varias lectinas de mamíferos e inver- 
tebrados. 
SP-B 
La SP-B (fig. 1.5), que hasta 1988 
aparece en la bibliografía como SPL(Phe) o 
SP18, es una proteína de naturaleza hi- 
drofóbica y p1 básico, cuyo monómero 
tiene 8.7 kDa de masa molecular (Jo- 
hansson y Curstedt 1997). Su secuencia se 
compone de 79 aminoácidos. Seis de sus 
siete cisteínas forman tres puentes disulfuro 
intracatenarios muy conservados (Jo- 
hansson et al. 199 Ib, Johansson et al. 
1992). La existencia de estos puentes di- 
sulfuro y de otros residuos, implicados al 
parecer en la formación de varias hélices a 
anfípáticas, hace que se incluya a la SP-B 
en la familia de polipéptidos del tipo de la 
saposina (Patthy 199 1, Zaltash y Johansson 
1998), a la que también pertenecen la NK- 
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Figura 1.5. Forma monomérica de la SP-B, re- 
presentada a partir de la predicción de regiones a 
de Garnier-Robson y de regiones a anfipáticas de 
Eisenberg. Se ha tomado además como modelo de 
plegamiento la estructura tridimensional de la NK- 
lisina, con la que presenta una alta homología 
(Liepinsh et al. 1997). 
lisina, amebóporos, saposinas, y dominios 
de la esfmgomielinasa ácida y de la acilo- 
xiacilhidrolasa. Se ha observado que, tanto 
en presencia de lípidos como en distintas 
mezclas de disolventes, la SP-B tiene un 
contenido muy alto de hélice a (Vanden- 
bussche et al. 1992b, Pérez-Gil et al. 1993, 
Morrow et al. 1993a, Cruz et al. 1995). 
Esta proteína se encuentra normalmente 
formando dímeros de 17.4 kDa constitui- 
dos por un puente disulfuro (Weaver et al. 
1988, Johansson et al. 199 1 b, Johansson et 
al. 1992), aunque a veces aparece también 
en forma oligomérica. 
Figura 1.6. Representación de la forma di- 
palmitoilada de la SP-C. 
SP-c 
La SP-C (denominada SPL(pVa1) o 
SP5 hasta 1988) es, al igual que la SP-B, 
uno de los llamados proteolípidos del sur- 
factante (fig. 1.6). Se trata de un péptido 
de aproximadamente 4 kDa, aunque en 
condiciones no reductoras puede formar 
dímeros de 8 kDa (Creuwels et al. 1995a). 
Junto a la SP-C normal se han detectado 
también otras formas de esta proteína ca- 
rentes de uno o más aminoácidos en ambos 
extremos de la cadena (Johansson et al. 
1988, Simatos et al. 1990, Johansson et al. 
199 1 a). La hidrofobicidad de esta proteína 
es muy elevada debido a su alto contenido 
en residuos de valina, isoleucina y leucina, 
y a la pahnitoilación de sus dos cisteínas 
(Curstedt et al. 1990, Stults et al. 1991). 
Curiosamente, en perro sólo hay una cis- 
teína, también pahnitoilada (Stults et al. 
1991, Johansson et al. 1991a). La función 
de las cisteínas aciladas aun no está clara, 
pero la desacilación de la proteína provoca 
cambios conformacionales en ésta. Así, 
aunque tanto en bicapas (Pastrana et al. 
199 1, Vandenbussche et al. 1992a) como 
en monocapas (Oosterlaken-Dijksterhuis et 
al. 1991b) la mayor parte de la estructura 
de la forma monomérica está constituida 
por hélice a, en el dímero, que no se en- 
cuentra acilado (Baatz et al. 1992, Creu- 
wels et al. 1995a), predomina la estructura 
en lámina p (Pastrana et al. 1991, Baatz et 
al. 1992, Pérez-Gil et al. 1993, Cruz et al. 
1995). Estos cambios estructurales podrían 
ser la causa de que la forma dimérica tenga 
propiedades distintas a las del monómero 
(Baatz et al. 1992, Creuwels et al. 1995a). 
Los aminoácidos situados entre las posi- 
ciones 13 y 35, ambas incluidas, son de 
naturaleza hidrofóbica. Estos aminoácidos 
se encuentran en el extremo C-terminal, 
donde forman una hélice a hidrofóbica 
(Johansson et al. 1994). La posición de la 
SP-C, al menos en lo relativo al ángulo de 
inclinación de la hélice hidrofóbica, es 
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diferente según se encuentre en bicapas o 
en monocapas (Gericke et al. 1997). 
Cuando la SP-C se reconstituye en una 
bicapa lipídica, la hélice hidrofóbica se dis- 
pone de forma paralela a las cadenas de 
acilo de los lípidos (Pastrana et al. 1991, 
Vandenbussche et al. 1992a). Cerca del 
extremo N-terminal hay dos residuos bási- 
cos que se situarían, al igual que el grupo 
amino del extremo N-terminal (Horowitz et 
al. 1993), cerca de la superficie (y por 
tanto de las cabezas polares de los fosfolí- 
pidos) cuando la proteína se encuentra 
insertada en una bicapa (Morrow et al. 
1993b). La presencia de estas cargas posi- 
tivas es importante, ya que su neutraliza- 
ción afecta a las propiedades funcionales de 
la proteína (Creuwels et al. 1995b). 
SP-D 
Al igual que la SP-A, la SP-D es una 
proteína hidrofIlica que por su estructura y 
características funcionales se incluye en el 
grupo de las colectinas. Se han detectado 
varias isoformas con p1 entre 6 y 8. En su 
estructura nativa, la SP-D se compone de 
dodecámeros cruciformes de 600 kDa, 
cada uno de ellos constituido por cuatro 
trímeros con estructura colagénica y unidos 
covalentemente entre sí por la zona N- 
terminal mediante puentes disultüro (fig. 
1.7) (Persson et al. 1989, Crouch et al. 
1994, Brown-Augsburger et al. 1996a, 
Brown-Augsburger et al. 1996b). Cada 
brazo del oligómero posee una longitud de 
46 rmr. Los monómeros, con una masa 
molecular de 43 kDa, tienen varias regio- 
nes bien diferenciadas: 
- Una región N-terminal con dos 
cisteínas implicadas en puentes disulfuro 
intercatenarios (Shimizu et al. 1992, Lu 
et al. 1992, Motwani et al. 1995). 
- Un dominio de tipo colagénico ri- 
co en hidroxiprolinas (Persson et al. 
1989, Lu et al. 1992) formado por 59 
Figura 1.7. Forma dodecamérica de la SP-D. 
repeticiones de la secuencia Gly-X-Y 
(sin interrupciones, a diferencia de la 
SP-A). En esta región hay una secuencia 
consenso de N-glicosilación con un re- 
siduo de Asn al que se une un oligosacá- 
rido con ácido siálico (Shimizu et al. 
1992, Motwani et al. 1995, Brown- 
Augsburger et al. 1996a). También hay 
carbohidratos unidos en forma de glucó- 
sidos de hidroxilisina (Persson et al. 
1989). 
- Un “cuello” entre la zona colagéni- 
ca y el dominio globular, formado por la 
asociación de tres hélices a con estruc- 
tura de “coiled-coil” (Hoppe et al. 
1994, Motwani et al. 1995). 
- Un dominio de reconocimiento de 
carbohidratos, con 4 cisteínas muy 
conservadas que forman dos puentes di- 
sulfuro intracatenarios (Lu et al. 1992, 
Shimizu et al. 1992, Motwani et al. 
1995). 
La SP-D no se ha podido detectar 
dentro de los cuerpos lamelares (Voorhout 
et al. 1992b), y no precipita asociada al 
surfactante en condiciones en las que sí lo 
hacen el resto de sus componentes al cen- 
trifugar el lavado broncoalveolar. Además, 
no se le conoce otra función que la de de- 
fensa frente a microorganismos patógenos, 
lo que ha hecho que algunos autores se 
replanteen el incluirla entre las proteínas 
específicas del surfactante. Por tanto, esta 
proteína podría quedar incluida en el grupo 
de proteínas que aparecen en el lavado 
broncoalveolar sin ser específicas del sur- 
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factante. Sin embargo, se ha demostrado
que la SP-D es capaz de contrarrestar el
efecto inhibidor de la SP-A sobre la secre-
ción de surfactante en los neumocitos tipo
II (Kuroki cf al? 1991 c), y que su carencia
provoca alteraciones en el metabolismo de
los lípidos del surfactante (Botas cf al?
1998, Korthagen cf al? 1998), por lo que
podría desempeñar algún papel regulador
especifico en el ciclo metabólico del sur-
factante.
1.3. CICLO METABÓLICO DEL SURFACTANTE
PULMONAR
La síntesis, almacenamiento y secre-
ción de los componentes del surfactante
pulmonar corren a cargo de los neumoci-
tos tipo II, también llamados células tipo
II, células alveolares tipo II y neumocitos
granulares (fig. 1 .8A). Estas células, situa-
das en el epitelio alveolar, poseen unos
orgánulos característicos, los cuerpos la-
melares, donde se alnracena el surfactante
antes de ser secretado al espacio alveolar
(fig. 1 .8B). En la composición de los cuer-
pos lamelares, además de fosfolípidos y
proteínas específicas del surfactante, se
incluyen una a-glucosidasa específica y
otras enzimas
ello envuelto
medio interno
good 1997).
lisosomales y proteínas, todo
en una membrana y con un
ácido y rico en Oa2~ (Haw-
Figura 1.8. (A> Neuinocito tipo II de pulmón
humano. La cara luminal de la membrana plasmá-
tica (parte superior de la imagen) forma microve-
llosidades. y en ella se acumulan los cuerpos lame-
lares antes ser secretados. (B) Detalle de un cuerpo
lamelar. Obsérvese cl empaquetamiento dc las
bicapas. Imágenes extraídas de Mason R. J. y
Shannon J. M. (1997). Alveolar type II celís, en
71w Lung: Selentijie Faundations. 2nd edition. ed.
RO. Crystal. LB. West, E.R. Weibel. P.J. Barnes
(Philadelphia: Lipprncott-Raven Publishers): 9-lS.
1.3.1 SÍNTESIS
Experimentos con diversas especies
animales han demostrado que la biosíntesis
de los distintos componentes del surfac-
tante pulmonar aumenta hacia el final de la
gestación. Numerosos estudios, realizados
mayoritariamente en modelos fetales (ya
sea en animales o en cultivos celulares) han
demostrado que gran parte de los factores
implicados en la regulación de la síntesis
del surfactante lo están también en la onto-
genia del propio pulmón (van Golde y Ca-
sals 1997).
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Síntesis de fosfolipidos
La síntesis de los fosfolipidos se reali-
za en el retículo endoplásmico de los neu-
mocitos tipo II. Aunque ya hemos visto
que la composición lipídica del surfactante
es variada, sólo estudiaremos las rutas bio-
sintéticas de la DPPO por ser el principal
componente (hg. 1 .9). La síntesis de novo
de PC en el pulmón se produce casi exclu-
sivamente a través de la formación de
CDP-eolina, siendo limitante el paso catalí-
zado por la colinafosfato citidililtransferasa
(van Golde y Casals 1997). Sin embargo,
otras enzimas pueden ejercer un papel re-
gulador en determinadas condiciones. Estas
enzimas son la colina quinasa, la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa y la fosfatidato fos-
fatasa. En neumocitos tipo II fetales, la
ácido graso sintasa puede catalizar también
la etapa limitante de esta ruta sintética. La
actividad de muchas de estas enzimas pare-
ce estar sometida a control hormonal, tanto
en pulmón adulto como fetal.
La biosíntesis de novo da cuenta del
45 % de la DPPO del surfactante, fonnan-
SÍNTESIS DE PC DE NOVO
dose el resto de la DPPC mediante meca-
nismos de desacilación-reacilación a partir
de especies insaturadas de PC (van Golde y
Casals 1997). En esta segunda vía, la eli-
minación de la cadena insaturada de adío
en la posición sn-2 de la PC podría estar
catalizada por la fosfolipasa A2 microsomal
dependiente de Ca
21, o bien por la fosfoil-
pasa A
2 citosólica independiente de Ca
21.
No obstante, el papel de estas enzimas en
la síntesis de DPPO aún no está claro. En
este sentido, se ha descrito una vía por la
cual la eliminación de la cadena de acio
insaturada se produce mediante transacila-
ción de dicha cadena a un lisofosfolipido.
Finalmente, la lisofosfatidilcolina (LP(S)
resultante del proceso de desacilación o de
transacilación seria reacilada con palinitoil-
CoA mediante la 120 aciltransferasa, ob-
teniéndose DPPC.
Síntesis de las proteínas especificas
del surfactante
La SP-A humana está codificada por
dos genes de secuencia muy conservada,
REMODELACIÓN DE ESPECIES INSATIJBADAS DE PC
COLINA
ALT ~-.9Ni ColinaA quinasa
AD~
FOSFOCOLINA
CTP Ni Cdllns4osfatoA dtlfransferssa
PP
CDP.COIÁNA
DIACILGIÁCEROI, ‘~.< ~ioIaff
franíferusa
CM? -~
FOSFATIDILCOLINA INSALURADA
LPX
iransac,Iasa
LISOFOSFATIDILCOLINA
Aeil-CoA:fiso. ...- Palmitoil-COA
fosli,tidilcolina (eA
aeihranatbrasa
16:0
ti
iP-oMm»
Fosfoliposa Az
16:0
HO
-P-colina
6:0
DIPALMITOII.FOSFATIDILCOLLNA ~
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FOSFATIDILCOLINA
Figura 1.9. Rutas sintéticas de la fosfatidilcolina.
resaltado con negrita la enzima limitante de esta via.
lo; U = acilo insaturado.
En la síntesis de novo (parte izquierda de la figura) se ha
LPX = lisofosfolipido; PX = fosfolípido; 16:0 = palmitol-
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SP-Al (White et al. 1985) y SP-A2 (Floros 
et al. 1986, Katyal et al. 1992), y por un 
pseudogén (Korfhagen et al. 199 l), inclui- 
dos todos en el cromosoma 10 (Bruns et 
al. 1987, Fisher et al. 1987, Korfhagen et 
al. 1991). Actualmente se piensa que cada 
trímero de SP-A (dentro del octadecáme- 
ro) se compone de un producto del gen 
SP-Al y dos del gen SP-A2 (Voss et al. 
199 1); el hecho de que la diferencia en la 
secuencia de ambos genes corresponda a la 
zona colagénica hace pensar que la forma- 
ción de estos heterotrímeros tiene como fin 
aumentar la estabilidad de la triple hélice, 
ya que esta región es muy importante en el 
emsamblaje y estabilización del oligómero. 
En perro, conejo, rata y ratón sólo se ha 
encontrado un gen hasta el momento (Ben- 
son et al. 1985, Boggaram et al. 1988, 
Fisher et al. 1988a, Korfhagen et al. 1992), 
localizado en el cromosoma 14 en el caso 
de la última especie (Moore et al. 1992). 
TATA ATG I-GA 
Ademas de en neumocitos tipo II, esta 
protema también se expresa en células no 
ciliadas del epitelio bronquiolar (células 
Clara) y en células del epitelio bronquial. 
En los últimos anos se ha detectado su 
expresión también en intestino (Rubio et al. 
1995, Eliakim et al. 1997) y células me- 
sentéricas de rata (Chailley-Heu et al. 
1997), y en oído medio humano (Yamana- 
ka et al. 1991). 
El precursor de la SP-A, de 26-3 1 kDa 
(Floros et al. 1985, Weaver et al. 1986), 
posee un péptido señal (17 a 20 aminoáci- 
dos, según la especie) en el extremo N- 
terminal (Benson et al. 1985, White et al. 
1985, Boggaram et al. 1988), encargado 
de dirigir a la proteína hacia la ruta secreto- 
ra de la célula y que se elimina durante su 
translocación al lumen del retículo endo- 
plásmico (fig. 1 .lO) (Floros et al. 1985). 
En rata se ha detectado recientemente la 
presencia en este péptido señal de un resi- 
1 23 4 5 6 7 
3’ DNA 
(4.7 kb) 
mRNA 
preSP-A 
SP-A 
(28-36 kDa) 
Figura 1.10. Síntesis de la SP-A. El gen de la SP-A posee 7 exones, que incluyen 4 regiones codificantes 
y 5 regiones UTR (regiones no traducidas). En la preproteína se ha indicado la posición del péptido señal con 
trazo discontinuo. En la SP-A madura (esquematizada en forma monomérica) se han representado la hidro- 
xilación de las prolinas del dominio colagénico (1) los puentes disulfuro (-SS-) y la glicosilación del dominio 
globular. 
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duo de Cys, al parecer implicado en la for- 
mación de un puente disulfuro necesario 
para el correcto plegamiento de la proteína 
(Elhalwagi et al. 1997). Una vez en el retí- 
culo endoplásmico, se produce la glicosila- 
ción de la Asn- con un oligosacárido 
rico en manosa al que, ya en el complejo de 
Golgi, se añade un residuo de ácido siálico 
(Whittset et al. 1985c, Phelps et al. 1986). 
También se produce la hidroxilación de 
algunos residuos de prolina (Benson et al. 
1985). Aunque sólo se han observado en 
algunas especies, en condiciones in vitro y 
por medios indirectos, se han detectado 
además otras modificaciones covalentes 
como N-acetilación de la metionina N- 
terminal (Floros et al. 1986, Weaver et al. 
1986), sulfatación de la cadena oligosacá- 
rida (Weaver et al. 1987) y y-carboxilación 
dependiente de vitamina K de residuos de 
ácido glutámico (Rannels et al. 1987). El 
correcto tráfico intracelular y secreción de 
ATG 
TATA 
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la SP-A son independientes de la presencia 
del dominio colagénico (McCormack et al. 
1997~) y la cadena oligosacarida (O’Reilly 
et al. 1988), aunque la velocidad de incor- 
poración a los cuerpos lamelares es menor 
si se inhiben la glicosilación o el procesa- 
miento de la cadena oligosacárida (Alcorn 
y Mendelson 1993). 
El gen que codifica para la SP-B se lo- 
caliza en el cromosoma 2 en humanos 
(Emrie et al. 1988, Pilot-Matias et al. 
1989) y en el 6 en ratón (Moore et al. 
1992). Este gen se expresa tanto en neu- 
mocitos tipo II como en células Clara. Cu- 
riosamente, también se ha detectado SP-B 
en intestino de rata (Eliakim et al. 1989). 
El producto inicial de la traducción de 
la proteína es un polipéptido de 42 kDa, la 
preproSP-B, que sufre un primer procesa- 
miento en el que pierde un péptido señal de 
20-23 residuos (fig. 1 .l 1) (Glasser et al. 
1987, O’Reilly et al. 1989, Weaver y Whit- 
TGA 
I 
N "= 
! 
N 
3’ DNA 
(9.5 kb) 
mRNA 
proSP-B 
SP-B 
(8.7 kDa) 
Figura 1.11. Síntesis de la SP-B. El gen de esta proteína esta compuesto por ll exones en los que hay 10 
regiones codificantes y 3 regiones UTR. Los tramos discontinuos señalados en la proSP-B corresponden a los 
segmentos N (incluido el peptido señal) y C-terminal que se eliminan en el proceso de maduración de la proteí- 
na. Obsérvese en ambos tramos la presencia de sendas cadenas oligosacáridas. En la SP-B madura se han re- 
presentado los puentes disulfuro intra e intercatenarios (-SS-). 
1.14 
sett 1989). El producto resultante, la 
proSP-B, experimenta la glicosilación de 
uno o dos residuos de asparragina con un 
oligosacarido rico en manosa y con ácido 
siálico (Emrie et al. 1989, O’Reilly et al. 
1989, Hawgood et al. 1993). La proSP-B 
presenta un alto grado de homología con el 
precursor de la saposina, así como con la 
glicoproteína sulfatada- 1 (Patthy 199 1, 
Zaltash y Johansson 1998). Debido a ello, 
se cree que esta proteína, ademas de ser la 
precursora de la SP-B, podría tener alguna 
otra función. Finalmente se eliminan de la 
proSP-B sendos fragmentos de 176 y 102- 
107 residuos de los extremos N y C- 
terminal (Weaver y Whitsett 1989), res- 
pectivamente, durante su transporte desde 
el complejo de Golgi hasta los cuerpos 
lamelares en un compartimento endosómi- 
co-lisosomal (Voorhout et al. 1992a). El 
procesamiento del extremo N-terminal se 
lleva a cabo por la acción de una proteasa 
del tipo catepsina D (Weaver et al. 1992). 
La región N-terminal y la parte correspon- 
diente al péptido maduro son necesarias 
para que la SP-B llegue a los cuerpos la- 
melares (Lin et al. 1996a, Lin et al. 
1996b). Parece ser que al menos parte del 
procesamiento postraduccional que expe- 
rimenta la SP-B se produce específica- 
mente en neumocitos tipo II (Hawgood et 
al. 1993). 
La SP-C humana está codificada por 
dos genes situados en el cromosoma 8 
(Fisher et al. 1988b, Glasser et al. 1988a). 
Aunque son dos los c-DNA que se han 
detectado, esto se podría deber a una va- 
riación alélica o a variaciones en el sitio de 
procesamiento intrón-exón más que a la 
existencia de un gen duplicado (Glasser et 
al. 1988b). En conejo (Boggaram y Mar- 
gana 1992) y en ratón (Glasser et al. 1990) 
sólo se ha encontrado un gen hasta el mo- 
mento, situado en el cromosoma 14 en esta 
última especie (Moore et al. 1992). 
De la expresión de este gen, que se 
produce exclusivamente en neumocitos 
tipo II, se obtiene un péptido de aproxima- 
ATG 
TATA , 
I-GA 
5 
1 2 3 4 5 6 
3’ DNA 
(3.5 kb) 
mRNA 
proSP-C 
\\ 
+ 
N C 
C 
Figura 1.12. Síntesis de la SP-C. El gen de la SP-C se compone de 6 exones, en los que se incluyen 5 regio- 
nes codificantes y 3 regiones UTR En la proSP-C se muestran con trazo discontinuo las porciones N y C- 
terminal que son elimiuadas en el procesamiento postraduccional. Las dos lineas negras en zigzag representan 
los dos restos de acilo unidos a los residuos de cisteína del extremo N-terminal. 
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damente 21 kDa, la proSP-C (fig. 1.12) 
(Warr et al. 1987, Glasser et al. 1988a, 
Glasser et al. 1990, Vorbroker et al. 1992, 
Beers et al. 1994). Este péptido experi- 
menta posteriormente una modificación 
aun sin identificar que le hace aumentar de 
masa (Vorbroker et al. 1992, Keller et al. 
1992), y es pahnitoilado en dos cisteínas 
(Vorbroker et al. 1992). Finalmente, es 
sometido a varias etapas proteolíticas en 
las que pierde residuos en ambos extremos 
(Glasser et al. 1988a, Beers et al. 1994, 
Beers y Lomax 1995). Parte de este proce- 
so (Beers et al. 1994, Vorbroker et al. 
1995b) se produce en el trans-Golgi y los 
cuerpos multivesiculares, y termina en los 
cuerpos lamelares (Beers 1996). La proSP- 
C carece de péptido señal, aunque se ha 
propuesto que parte de la secuencia de la 
SP-C madura podría actuar como tal y 
como dominio de anclaje a membranas 
(Keller et al. 199 1, Keller et al. 1992). 
Al igual que en el caso de la SP-A, el 
gen que codifica para la SP-D humana se 
encuentra en el cromosoma 10 (Kölble et 
al. 1993, Crouch et al. 1993), mientras que 
en ratón se sitúa en el cromosoma 14 
(Motwani et al. 1995). 
La expresión del gen se produce tanto 
en neumocitos tipo II como en células Cla- 
ra, habiéndose descubierto recientemente 
que la proteína también se expresa en glán- 
dulas traqueales (Wong et al. 1996) y, cu- 
riosamente, en estómago, corazón, riñón y 
mesenterio de rata (Motwani et al. 1995, 
Fisher y Mason 1995, Chailley-Heu et al. 
1997). Su producto inicial de traducción es 
un péptido de 39 kDa que experimenta 
glicosilación en residuos de asparragina, e 
hidroxilación y posterior glicosilación de 
residuos de Lys en el dominio colagénico 
(fig. 1 .13) (Crouch et al. 1991). En la se- 
cuencia del c-DNA aparece un péptido 
señal (Shimizu et al. 1992) que desaparece 
33 DNA 
3.5 kb 
mRNA 
preSP-D 
SP-D 
43 kDa 
Figura 1.13. Síntesis de la SP-D. El gen de esta proteína está compuesto por 8 exones. en los que hay 7 re- 
giones codificantes y 2 regiones UTR. En la preSP-D se ha indicado la presencia del péptido señal con IraLo 
discontinuo. Además en la proteína madura (esquematizada en forma monomérica) se muestran la hidroxila- 
ción de residuos de lisina y prolina del dominio colagénico (1) los puentes disulfuro (-SS-) y la glicosilación del 
dominio colagénico. 
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en la proteína madura. Para que la proteína
pueda ser posteriormente secretada, es
necesaria la formación de los puentes di-
sulfuro intercatenarios que permiten la
formación de los dodecámeros, siendo la
estabilidad de la triple hélice
(hidroxilación de residuos de
Usina) un requisito previo para
constituyan estas uniones
Augsburger cf al? 1 996b).
de colágeno
prolina y de
que se
(Brown-
1.3.2 ALMACENAMIENTO
El surfactante pulmonar se almacena
en los cuerpos lamelares antes de ser se-
cretado al espacio alveolar. Aún no está
clara la forma en que los fosfolipidos son
transportados desde el retículo endoplás-
mico hasta los cuerpos lamelares a través
del complejo de Golgi. Aunque los prime-
ros estudios parecían indicar que el proce-
so de transporte se llevaba a cabo mediante
proteínas transportadoras de fosfolípidos,
hoy se cree más probable que se produzca
por fisión de pequeñas vesículas mediada
por proteínas ligantes de fosfolipidos (Ha-
wgood 1997).
El transporte de las proteínas SP-A,
SP-B y SP-C hasta los cuerpos lamelares
se produce a través de la propia ruta bio-
sintética (que al parecer es común para las
tres) mediante cuerpos multivesiculares
(Voorhout cf al? 1993).
1.3.3 SECRECIÓN
La secreción del surfactante pulmonar
se produce por exocitosis de los cuerpos
lamelares. Iones Ca2~ (Haller cf al. 1998),
microtúbulos y microfilamentos (Bhandari
cf al? 1997) parecen estar implicados en el
proceso. También la anexina II (Liu ci’ al?
1996, Liu cf aL 1997) y una proteína muy
similar a la sinexina de las glándulas adre-
nales (Chander y Wu 1991) podrían parti-
cipar. Sin embargo, no todos los elementos
del surfactante salen al alveolo con los
cuerpos lamelares. En este sentido, la SP-D
no se ha logrado detectar en estos orgánu-
los, de lo que se ha deducido que se secreta
por otra vía (Voorhout cf al. 19921=).
Igualmente, algunos autores sostienen que
parte de la SP-A sintetizada en los neumo-
citos tipo II se podría secretar a través dc
la vía constitutiva, independientemente de
la ruta de los cuerpos lamelares. Esta opi-
nión se basa en que una estimulación en la
secreción de PC no va acompañada de un
incremento proporcional en los rnveles
extracelulares de SP-A, y en la aparición de
SP-A marcada en el fluido alveolar antes
de que se pueda detectar en los cuerpos
lamelares (Ikegami cf al. 1992. Froh cf al.
1993, Rooney cf al. 1993. Ikegami cf al?
1994).
El proceso de secreción resulta esti-
mulado por hiperventilación, debido a una
acción mecánica producida por distorsión
celular, a cambios en el pH extracelular o a
ambos factores (Batenburg 1995, Floros y
Phelps 1997). Un estudio realizado recien-
temente por Tolle y colaboradores muestra
que la hiperoxia aumenta los niveles de SP-
A, pero no los de lípidos del surfactante,
indicando una regulación independiente de
la secreción de ambos componentes (Tolle
cf al? 1997). También actúan como secre-
tagogos múltiples compuestos: ésteres de
forbol y diacilgliceroles, ácido araquidóni-
co y eicosanoides, ionóforos de Ca21, deri-
vados de piridina, y agonistas ¡3-adrenér-
gicos, bistaminérgicos, purinérgicos y de
vasopresina (Hawgood 1997, Floros y
Phelps 1997). Es posible que en este pro-
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ceso haya una interacción endotelio-
epitelio de tipo paracrino, pues se ha de-
mostrado que el péptido vasoactivo endo-
telina- 1 estimula la secreción de surfactante
(Sen cf al. 1994). En cuanto a posibles
secretagogos exógenos, se ha observado
que el lipopolisacárido (LPS) de Eschcri-
chía colí también estimula la secreción
(Romero cf al. 1995), aunque un estudio
reciente muestra el efecto contrario para el
LPS de Salmonclla minnesota (Fehrenbach
cf al? 1998).
La SP-A (Rice ci’ al. 1987, Dobbs cf
al. 1987) y, en menor extensión, los lípidos
del surfactante (Dobbs et al? 1 987) ejercen
un mecanismo de retroalimentación negati-
va sobre la secreción del surfactante pul-
monar. La acción inhibidora de la SP-A se
produce mediante su unión a un receptor
(Kuroki cf al. 19881=,Kuroki cf al? 1988c).
Se han propuesto como posibles receptores
de la SP-A proteínas de 32 kDa (Strayer cf
al. 1993, Strayer cf al. 19961=), 170-200
kDa (Stevens cf al. 1995) y 210 kDa
Figura 1.14. Mielina tubular. Las estructuras
más apiladas que aparecen en la parte superior dc
la imagen son cuerpos lame>ares. Imágenes extrai-
das de Mason R. J. y Shannon J. M. (1997). Al-
veolar type II celís, en me Lung: Scient¡f¡c Foun-
dations, 2nd edition. cd. RO. Crystal. iB. West,
ER. Weibel. P.J. Barnes (Philadelphia: Lippincott-
Rayen Fublishers): 9.18.
(Clíroneos cf al? 1996) situadas en la mem-
brana de los neumocitos tipo II.
Una vez en la luz alveolar, el surfac-
tante procedente de los cuerpos lamelares
se desempaqueta y forma una estructura
altamente ordenada en forma de mafla, la
mielina tubular (fig. 1.14). Para la forma-
ción de mielina tubular es necesaria la pre-
sencia de SP-A, SP-B, DPPC, PG y Ca2~(Suzuki cf al. 1989, Williams cf al. 1991,
Poulain cf al? 1992, Clark cf al? 1995,
Korffiagen cf al. 1996). Las partículas ob-
servadas en las esquinas de las formas poli-
gonales que aparecen en esta estructura
son al parecer SP-A (Voorhout cf a!
1991). En general, resulta un hecho acep-
tado que la mielina tubular actúa como
reservorio y precursor de la monocapa que
se forma posteriormente en la interfase
aire/agua del alveolo pulmonar. En este
sentido, se ha observado en estudios ¡ti
vifro que la actividad de una serín-proteasa
(Gross y Schultz 1990) o de la fosfolipasa
D (Dhand cf al? 1998) facilita su conver-
sión a la forma vesicular a partir de la cual
se formaría la monocapa, aunque algunos
autores sostienen que esta transformación
del surfactante parece estar relacionada
más con la salida de materiales de la mono-
capa que cori su incorporación a ésta
(Veldhuizen cf al. 1993, Gross cf al.
1997). Por otra parte, estudios con surfac-
tantes exógenos (Notter cf al. 1986) y con
ratones transgénicos que no expresan SP-A
(Korthagen cf al. 1996) han demostrado
que el surfactante no necesita transformar-
se primero en mielina tubular para ejercer
su actividad.
Durante muchos años se ha asumido
que el surfactane funcional se encuentra
formando una monocapa en el alveolo. Sin
embargo, esto no se ha podido demostrar
aún, y es probable que este modelo sea en
realidad una simplificación de las estructu-
ras que realmente existen. Estudios re-
cientes de microscopia electrónica y de
tensión superficial apuntan más bien hacia
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un sistema de varias membranas lipídicas
asociadas estrechamente a la monocapa en
la interfase aire/agua (Schúrch cf al? 1995)
(fig. 1 .1 5). Es posible que esta estructura
en multicapas se forme en cada proceso de
compresión (espiración) de la monocapa y
que después, al expandirse durante la inspi-
ración, se redisperse en la interfase ai-
re/líquido con ayuda de la SP-C (Amrein cf
al? 1997, von Nahmen cf al? 1 997a. von
Nahmen cf a! 1 9971». De cualquier forma,
la estructura (o estructuras) formada se
podría enriquecer en DPPC posteriormente
con cada ciclo de compresión-expansión,
mediante la exclusión de componentes dis-
tintos de DPPC. Este proceso está favore-
cido al parecer por la SP-B (Yu y Possma-
yer 1990) y, probablemente, por la SP-A
(Yu y Possmayer 1990, Schúrch cf al.
1992, Schíirch cf al? 1995, Yu y Possmayer
1998, Cajal et al. 1998).
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Figura 1.15. Secreción del surfactante pulmo-
nazi CL . cuerpos lamelares; MT. mielina tubular;
figuras azules. SP-A; figuras verdes. SP-B: figuras
rosas. SP-(2.
1.3.4 DEGRADACIÓN Y RECICLAJE
En el liquido alveolar hay estructuras
vesiculares pobres en proteínas y con baja
actividad superficial, conocidas en la bi-
bliografla como “vesículas o agregados
pequeños” (Batenburg 1995, Floros y
Phelps 1997). Estas estructuras están
constituidas probablemente el material de
salida (principalmente fosfolípidos) de la
monocapa enriquecida en DPPC. La for-
mación de estos agregados pequeños en
cada ciclo de compresión-expansión pul-
monar parece estar relacionada con la de-
gradación de la SP-B por parte de una se-
rín-proteasa (Veldhuizen ct al. 1993) de-
nominada convertasa (Gross y Schultz
1992). Esta enzima, una glicoproteina de
72 kDa, ha sido donada recientemente
(Krishnasamy cf al. 1998).
Una vez fiera de la monocapa, los lí-
pidos pueden seguir varios caminos (Ba-
tenburg 1995, Hamm cf al? 1996, Floros y
Phelps 1997):
1. Transporte ciliar hacia las vías aé-
reas altas.
2. Captura y degradación por parte
de los macrófagos alveolares. La SP-A
aumenta el proceso de captación de lípi-
dos por estas células (Wright y You-
mans 1995).
3. Paso a linfa o sangre.
4. Recaptura por parte de los neu-
mocitos tipo II para ser reutilizados o
degradados en lisosomas. En este último
caso, parte de los productos de degra-
dación se aprovechan posteriormente
para resintetizar PC. La recaptura por
parte de los neumocitos tipo II parece
ser la vía más importante de aclara-
miento de los lípidos del surfactante.
Aunque un estudio reciente demuestra
que la presencia de SP-A no es necesaria
para la recaptura de lípidos del surfactante
por las células alveolares (lkegami ct al.
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1997), trabajos anteriores indican que la
SP-A podría mediar o al menos acelerar el
proceso (Wright cf al. 1987, Rice cf al?
1989, Tsuzuki cf al? 1993, Bates cf al?
1994) al favorecer la unión de aquéllos a la
membrana de los neumocitos tipo II (Ho-
rowitz cf al. 1996). Esta unión está media-
da al parecer por la interacción de la pro-
teína con un receptor (Wright cf al? 1989,
Ryan cf al? 1989, Strayer ct al? 1993, SIe-
vens a al? 1995, Strayer cf al? 1996b). La
SP-B y la SP-C (Rice cf al? 1989, Ho-
rowitz cf al. 1996) también favorecen la
unión a la membrana celular y la endocito-
sis de vesículas lipídicas. Aunque su acción
no parece estar mediada por receptores, se
ha observado que la SP-» asociada a lípi-
dos se une a zonas concretas de la mem-
brana de los neumocitos tipo II (Bates cf
al. 1992). El aclaramiento del surfactante
afecta mayoritariamente a los agregados
pequeños, permaneciendo los denominados
agregados grandes (fracción funcional del
surfactante) intactos en la luz alveolar (Ho-
rowitz cf al. 19971=).
Al igual que los fosfolípidos, las pro-
teínas son recapturadas por los neumocitos
tipo II, aunque su recambio es más rápido
que el de la SatPC (Hawgood 1997). La
SP-A es endocitada posiblemente tras unir-
se a un receptor a través del dominio de
reconocimiento de carbohidratos (Murata
cf aL 1 993). Posteriormente, parte de la
proteína se incorporaría de nuevo a los
cuerpos lamelares vía cuerpos multivesi-
culares (Ryan cf al. 1989, Young cf al.
1993). Por otra parte, la SP-» parece lijar-
se a zonas determinadas de la membrana de
neumocitos t¡~O II (Bates cf al? 1992) para
ser internalizada y, en parte, secretada de
nuevo con los cuerpos lamelares (Breslin y
Weaver cf al. 1992). Otra fracción de SP-»
es degradada en el interior de estas células
y en macrófagos alveolares (Bates y Fisher
1993). Su reciclaje parece estar estrecha-
mente relacionado con el de la SatPC, aun-
que se produce más rápidamente (Henry cf
al. 1996). También se ha observado, me-
diante marcaje radiactivo, que la SP-C es
recapturada y vuelta a secretar al espacio
intraalveolar (Baritussio cf al? 1992, Pinto
cf al. 1993) en un proceso favorecido por
la SP-A (Pinto cf al? 1995) e inbibido por
la SP-» (Horowitz cf al. 1 997a). El ada-
ramiento de este péptido también se produ-
ce mediante captura por macrófagos al-
veolares (Baritussío cf al? 1989). Al pare-
cer, la forma monomérica de la SP-C se
elimina con mayor facilidad que la dimérica
(Li cf al? 1998). La recaptura de esta últi-
ma forma se acelera al elevar los niveles de
glutation en el medio, posiblemente debido
a su conversión en monómero. En cuanto a
la SP-D, su aclaramiento parece correr a
cargo (al menos en parte) de los macrófa-
gos alveolares, siendo independiente de la
presencia de SP-A y lípidos del surfactante
(Dong y Wright 1998).
Para mantener la homeostasis del sur-
factante pulmonar debe haber un equilibrio
entre su secreción y su eliminación. En este
sentido, tanto la hiperventilación como los
agentes agonistas [3-adrenérgicos, además
de actuar como secretagogos, son capaces
de activar su captura y metabolismo (Ba-
tenburg 1995, Hawgood 1997). La acción
de los agonistas ¡3-adrenérgicos se debe
probablemente a que inducen un aumento
de receptores para la SP-A (Chen cf a!
1996). En contradicción con lo anterior-
mente dicho, Griese y colaboradores ob-
servaron que estas sustancias no tenían un
efecto estimulante sobre el aclaramiento
del surfactante, y que la concanavalina A,
una lectina que inhibe la secreción de fos-
folipidos, es sin embargo incapaz de esti-
mular la recaptura de fosfolípidos (Griese
cf al? 1991). A la vista de estos resultados,
proponen que la secreción y la eliminación
del surfactante están reguladas por meca-
nismos distintos.
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1.4. CARACTERÍSTICAS FUNCIONALES DE LOS
COMPONENTES DEL SURFACTANTE PULMONAR
1.4.1 LÍPIDOS
Desde hace varias décadas se sabe que
la DPPC. componente lipídico mayoritario
del surfactante pulmonar, es el principal
responsable de sus propiedades tensoacti-
vas (Hawgood 1997). Cualquier suspen-
sión de fosfolipidos en agua tiende a for-
mar espontáneamente una monocapa en la
interfase aire/agua. El desplazamiento de
las moléculas de agua en la interfase por
parte de esta monocapa se traduce en una
disminución de la tensión superficial. La
tensión superficial del agua pura es de 70
mN/m. Si ponemos un exceso de fosfolipi-
dos en suspensión, la acumulación de éstos
en la interfase se produce hasta alcanzar y
25 mN/m, que marcaría el punto de equi-
librio del sistema. Aunque aumentemos la
concentración de fosfolipidos en la suspen-
sión, la tensión superficial se mantendrá en
este valor. Sin embargo, si comprinffinos la
monocapa formada después de alcanzar
este equilibrio, los fosfolipidos situados en
ella pasan a ocupar un área molecular me-
nor, quedando más empaquetados. En es-
tas condiciones se expulsan más moléculas
de agua de la interfase, y la tensión superfi-
cial se reduce aún más, pudiendo alcanzar
incluso valores cercanos a los O mN/m,
dependiendo de la especie fosfolipídica de
que se trate. Sin embargo, este estado de
compresión no es estable, tendiendo el
sistema a recuperar la tensión superficial de
equilibrio mediante la exclusión de molé-
culas de fosfolipido de la monocapa. Los
fosfolipidos que posean cadenas de acio
insaturadas quedarán peor empaquetados al
comprimir la monocapa. Por el contrario,
aquellos otros con cadenas saturadas po-
drán dar lugar a estructuras más ordenadas,
capaces de soportar mejor tensiones super-
ficiales más bajas. Esto último es lo que
ocurre con las especies disaturadas de PC,
más concretamente con la DPPC. Las mo-
nocapas de DPPC pueden ser comprimidas
hasta valores de y inferiores a 1 mN/m,
mostrando una marcada estabilidad frente
al colapso De ahi que esta especie sea ma-
yoritaria en el surfactante y sea la máxima
responsable de su actividad como cornpo-
nente antiatelectásico.
Sin embargo, para que los fosfolípidos
ejerzan su actividad superficial, antes deben
acceder a la interfase para constituir la mo-
nocapa. El proceso de adsorción se produ-
ce más rápidamente cuando los lípidos se
encuentran en estado líquido cristalino. La
DPPC posee una 1,,, (temperatura de tran-
sición de fase gel-liquido cristalino) de 41
es decir, se encuentra en estado gel a
37 0C, por lo que su adsorción es muy lenta
en estas condiciones. Las especies insatu-
radas, en cambio, forman más rápidamente
una monocapa en la interfase al tener una
Tm inferior a los 37 0C. Este hecho podría
justificar la presencia de estas especies en
el surfactante, aunque no se descarta que
puedan desempeñar otras funciones. De
este modo, las especies de PC insaturadas
facilitarían la adsorción del surfactante y,
una vez formada la monocapa, la DPPC
podría ejercer su acción reductora de la
tensión superficial hasta valores de alrede-
dor de 1 niN/m. Aunque su papel en el
surfactante aún no está claro y es posible
que sólo se trate de contaminantes de ori-
gen celular, ésta podría ser también la fun-
ción del colesterol y de otros lípidos neu-
tros del surfactante que modifican la flui-
dez de la DPPC. En este sentido, al compa-
rar la temperatura corporal normal en dis-
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tintas especies de vertebrados, se ha obser-
vado que, cuanto menor es ésta, mayor es
la presencia de colesterol y de especies
insaturadas en el surfactante, incluso en
individuos de la misma especie (Daniels cf
al. 1995, Daniels cf al. 1998). Una vez
formada la monocapa en la interfase, ésta
se iría enriqueciendo en DPPC al ir elimi-
nándose otros fosfolipidos (principalmente
los insaturados) en cada ciclo de compre-
sión-expansión.
Se ha observado que también el PG y
otros fosfolipidos ácidos favorecen el pro-
ceso de adsorción del surfactante (Meban
1981). En determinadas condiciones y en
algunas especies el Pl puede reemplazar al
PG sin que se altere el correcto funciona-
miento del surfactante (Batenburg 1995,
Floros y Phelps 1997). Sin embargo, es
muy probable que la carga negativa de sus
cabezas polares confiera a los fosfolipidos
ácidos otras funciones adicionales mediante
interacción con iones Ca2 o con grupos
catiónicos presentes en las proteínas del
surfactante (Hawgood 1997).
Los lípidos del surfactante podrían de-
sempeñar un importante papel en la regula-
ción de los procesos de defensa en el pul-
món debido a su capacidad ininunosupre-
sora. En este sentido, se ha demostrado
que lípidos y extractos de surfactante ca-
rentes de proteínashidrofilicas (SP-A y SP-
D) son capaces de inhibir la producción de
citoquinas (Thomnassen a al. 1992, Tho-
massen cl aL 1 994, Krenilev y Phelps
1 994b), prostanoides (Fóldes-Filep el a!
1994) e inniunoglobulinas (Kreinlev y
Phelps 1 994b), implicados en el proceso de
inflamación mediado por los macrófagos
alveolares, además de bloquear también la
proliferación de linfocitos inducida por
mitógenos (Wilsher cf al. 1988a, Wilsher cf
al? 1988b, Kremlev cf al. 1994a) y la qui-
miotaxis de macrófagos alveolares (Tanaka
el a! 1997). Asimismo, inhiben la capaci-
dad de la SP-A de estimular la producción
de especies reactivas de oxígeno (Eñídes-
Filep cf al. 1994) y la aparición de marca-
dores de superficie (Kremlev y Phelps
1997b) en macrófagos.
1.4.2 SP-A
La SP-A es capaz de interaccionar con
lípidos de forma independiente de Ca24
(King cl al? 1983, King ¡984, Casals et al?
1993). Aunque la unión presenta una alta
especificidad para la DPPC (Kuroki y Alá-
no 1991a, Casals eta! 1993), ésta es ma-
yor con mezclas de DPPC y fosfol~pidos
ácidos en presencia de Ca2t (King y
MacBeth 1981, King cf al. 1983, King
1984). En contra de lo observado ante-
riormente por algunos autores (Ross ct al.
1986b, Kuroki y Akino 1991a), experi-
mentos más recientes con SP-A recombi-
nante han demostrado que la integridad del
dominio colagénico no es imprescindible
para que se produzca esta interacción
(McCormack cf al. 1997c). Aunque la zo-
na del cuello de la SP-A parece participar
en la interacción de la proteína con lípidos,
debe haber otra región implicada (Ogasa-
wara cf al. 1994). Esta región, aparente-
mente más importante en la interacción,
estaría situada en el dominio de reconoci-
miento de carbohidratos (Kuroki cl al?
1994, McCormack cf al. 1997b). En este
sentido, Sano y colaboradores han demos-
trado que la región comprendida entre los
residuos Glu-195 y Phe-228 es necesaria
para la interacción con fosfolípidos (Sano
cf al. 1998). Un aumento de fuerza iónica
en el medio o la adición de agentes que-
lantes de cationes divalentes no rompe las
interacciones entre SP-A y lípidos en el
surfactante nativo, lo que sugiere que las
interacciones apolares desempeñan un pa-
pel importante en el proceso (King cf al.
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1983, King 1984). Se ha observado además
que la asociación de SP-A y fosfolípidos se
ve favorecida a temperaturas inferiores a la
de transición de fase, es decir, cuando los
lípidos se encuentran en estado gel (King cf
al? 1983, King 1984, King elal? 1986, Ca-
sals cf al? 1993).
Además de unirse a vesículas lipídicas,
la SP-A es capaz de inducir su agregación
en presencia de Ca24 (King cf al. 1983,Hawgood cf al. 1985, Efrati cf al? 1987,
Casals cf al? 1993). El dominio de recono-
cimiento de carbohidratos desempeña un
papel importante en la agregación de vesí-
culas (McCormack cf al? 1 994b, Ogasawa-
ra cl al? 1994, Kuroki cf al? 1994, Hiraike
ci’ al? 1995, McCormack cf al? 1997b), y el
mantenimiento de la estructura cuaternaria
es fundamental para esta actividad (Ross cf
al. 1991, Kuroki y Akino 1991b, McCor-
mack cf al? 1 997c).
El Ca2~ actúa como ligando de la SP-
A. Parece haber al menos dos sitios de
unión. Uno de ellos, de alta afinidad, pare-
ce estar situado en el fragmento resistente
a colagenasa (Haagsman cf al. 1990, Soh-
ma cf al? 1992). Se ha observado que la
unión de Ca2~ a esta región es responsable
de un cambio conformacional en la proteí-
na (Haagsman cl al? 1990, Sobrna cf al?
1992, Sohma cf al? 1993), y que concen-
traciones fisiológicas de Ca2~ inducen la
autoagregación reversible de la SP-A (Ha-
agsman cf al. 1990). La existencia de resi-
duos de ácido y-carboxiglutámico podría
estar relacionada con la unión a este catión
(Rannels cf al. 1987).
La SP-A, al igual que el resto de las
lectinas de tipo C, tiene la capacidad de
unn-se, de forma dependiente de Ca2~, a
carbohidratos (Haagsman cf al. 1987. Hau-
rum cf al? 1993) y glicolipidos (Childs cf
al. 1992, Kuroki cf al. 1 992b) a través del
dominio de reconocimiento de carbohi-
dratos. Entre las distintas especies de mo-
nosacaridos, la SP-A presenta una especial
afinidad por manosa (Haagsman cf al.
1987). Sin embargo, la función de la cade-
na oligosacárida de esta proteína no está
clara. Se ha comprobado que no está impli-
cada en el transporte ni en la secreción de
la proteína (O’Reilly cf al? 1988), y que su
ausencia parcial o total no afecta ni a la
capacidad de la SP-A de inhibir la secre-
ción de surfactante ni a la unión a su re-
ceptor (Kuroki cl al? 1988a, McCormack
cf al. 1994a). Si se ha observado, en cam-
bio, que la SP-A humana desglicosilada
pierde la capacidad de agregar vesículas
lipídicas (Haagsman cf al. 1991), aunque
un trabajo más reciente contradice estos
resultados (McCormack cf al. 1 994a).
En cuanto al papel que desempeña la
SP-A en el contexto del alveolo pulmonar,
son varias las funciones que se le atribuyen,
pudiéndose agrupar en tres apartados:
1) Actividad biofísica del surfac-
Unte.
- Participa en la formación de la mie-
lina tubular a partir del surfactante se-
cretado desde los cuerpos lamelares. Pa-
ra este proceso también es necesaria la
presencia de SP-II y de Ca2t (Suzuki cl
al? 1989, Williams cf al. 1991).
- Facilita la adsorción de los lípidos
del surfactante a la interfase aire/agua
del alveolo, aunque de forma relativa-
mente débil en comparación con las
proteínas hidrofóbicas SP-B y SP-C
(King y MacBeth 1979, King y
MacBeth 1981, Chung ci’ al? 1989,
Schíirch cf al? 1992, Yu y Possmayer
1993. Putman cf al? 1996). Este efecto
es mayor en presencia de SP-», SP-C y
Ca2’ (Hawgood cf al. 1985. Hawgood
cf al? ¡987, Efrati cf al? 1987, Yu y
Possmayer 1990).
- Favorece el enriquecimiento de la
monocapa en DPPC (Yu y Possmayer
1990, Schuirch cf al. 1992, Yu y Poss-
mayer 1998).
- Participa, junto con la SP-», en el
mantenimiento de los agregados gran-
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des, que constituyen la fracción funcio-
nahnente activa del surfactante en el al-
veolo pulmonar (Veldhuizen cl al? 1994,
Veldhuizen cf al. 1996).
- Contrarresta la inhibición de las
propiedades tensoactivas del surfactante
provocada por proteínas plasmáticas
como albúmina y fibrinógeno
(Cockshutt cf al? 1990, Hallinan cf al.
1991, Strayer cf al? 1996a). Además,
parece intervenir en el aclaramiento de
componentes plasmáticos en los alveo-
los. En este sentido, se ha visto que la
SP-A se une a VLDL y favorece su
captura por macrófagos alveolares (Al-
berticf al? 1998).
2) Ciclo metabólico del surfactan-
te.
- Interviene en la recaptura del sur-
factante para su reciclaje, favoreciendo
al menos la unión de los lípidos a la
membrana de los neumocitos tipo II
(Wright cf al? 1987, Rice cf al. 1989,
Tsuzuki cf al? 1993, »ates cf al? 1994).
- Inhibe la secreción del surfactante,
participando en un mecanismo regulador
de retroalimentación negativa (Dobbs cf
al? 1987, Rice etal? 1987).
- Un trabajo reciente realizado por
Korutla y Strayer señala que la SP-A
estúnula la transcripción de los genes de
SP-B y SP-C, así como la de su propio
gen (Korutla y Strayer 1999). Debido a
ello, los autores proponen un papel de
citoquina para la SP-A, que funcionaria
mediante un mecanismo autocrino.
Estas funciones relacionadas con el
ciclo metabólico del surfactante están
mediadas por su unión a un receptor es-
pecifico situado en la membrana de los
neumocitos tipo II (Kuroki cf al. 1988b,
Wright cf a! 1989, Stevens ci’ al? 1995,
Chroneos ci’ al. 1996, Pattanajitvilai cf
al. 1998). La integridad del dominio
colagénico es necesaria para que se pro-
duzca su interacción con este receptor
(Kuroki y Akino 199 Ib, McCormack ci
al. 1 997c), posiblemente debido a que la
eliminación de esta región produce una
pérdida de estructura cuaternaria. Va-
rias evidencias demuestran que esta in-
teracción es dependiente de Ca2~ (Kuro-
ki cf al? 1988c, Wright ci’ al. 1989,
Chroneos cf al. 1996) y que se produce
a través del dominio de reconocimiento
de carbohidratos (McCormack cf al.
1994b, Kuroki ci al. 1994, Hiraike cf al.
1995). Dentro de esta región, la secuen-
cia comprendida entre los residuos Glu-
195 y Phe-228 desempeña un papel fun-
damental (Sano ci al. 1998). Esto po-
<Iría explicar el hecho de que otras lecti-
nas sean capaces también de estimular la
recaptura de fosfolípidos o de inhibir su
secreción en los neumocitos tipo II
(Griese cf al. 1991).
3) Defensa frente a agentes pató-
genos.
- Induce quimiotaxis (Wright y
Youmans 1993) y aparición de marca-
dores de superficie (Kremlev y Phelps
1997b) en macrófagos.
- Acelera la maduración de linfocitos
(Kremlev cf al? 1 994a) e incrementa la
secreción de determinadas citoquinas en
monocitos, neumocitos tipo II y ma-
crófagos alveolares (»lau cf al. 1994,
Kremlev y Phelps 1 994b, Kremlev el a!
1 997a), así como la producción de in-
munoglobulinas (Kremlev y Phelps
1994b). Estos datos se contradicen sin
embargo con los resultados obtenidos
en otros trabajos, en los que se ha ob-
servado que la SP-A inhibe la prolifera-
ción de linfocitos y la producción de in-
terleukina-2 (Borron ci al. 1996) me-
diante su unión a un receptor (Borron cf
al? 1998).
- Incrementa la producción de espe-
cies reactivas de oxígeno de forma se-
lectiva en macrófagos alveolares (van
Iwaarden cl al. 1990, Weissbach cl al?
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1994, van lwaarden el a! 1995). Este
efecto se debe al parecer a un aumento
en la expresión de la NO sintasa induci-
ble (Blau cf al. 1997). Recientemente se
ha sugerido la idea de que la SP-A, a la
vez que induce la producción de estas
especies en macrófagos, es capaz de
proteger al surfactante frente a su ac-
ción (Amirkhanian y Merritt 1998).
- Favorece la fagocitosis de algunos
virus mediante su opsonización (van
Iwaarden cf al? 1991, van Iwaarden cf
a! 1995), y neutraliza a otros
(Hartshorn cf al. 1994, »enne cf al.
1995). La interacción podría estar me-
diada por la unión del residuo de ácido
siálico de la cadena oligosacárida de la
SP-A a una lectina de la cubierta viral
(van Iwaarden cf al. 1 992b, Malliotra cf
al? 1994, Benne ci’ al. 1995, Benne cf
al? 1997).
- Estimula la fagocitosis y destruc-
ción de bacterias (van Iwaarden cf al.
1990, Manz-Keinke cf al. 1992,
Geertsma ci al? 1994, Pikaar cf al.
1995, Tino y Wright 1996, Weikert cf
al. 1997, Hickman-Davis ci’ al? 1998).
Ni la región de reconocimiento de car-
bohidratos ni las cadenas oligosacáridas
de la SP-A intervienen al parecer en la
unión a algunos microorganismos Gram
negativos, por lo que posiblemente sea
la región de unión a lípidos de la SP-A
la responsable de la interacción con el
lípido A del lipopolisacárido (LPS) de
estas bacterias (van Iwaarden cf al.
1994). La unión a otras bacterias se rea-
liza mediante interacción con los polisa-
cáridos capsulares (Kabha cf al. 1997).
Se ha demostrado que, una vez en mar-
cha la respuesta inflamatoria, el receptor
de manosa de los macrófagos alveolares
(capaz de unir directamente patógenos
no opsonizados) se inactiva, y la afini-
dad de estas células por la SP-A se dis-
para, lo que aumentaría la importancia
del papel de opsonina de la SP-A en la
fagocitosis de microorganismos patóge-
nos (Chroneos y Shepherd 1995).
- Su unión dependiente de Ca2~ a As-
pergillus fwnigatus también facilita la
fagocitosis y destrucción de este hongo
(Madan el al. 1 997a). Además, inhibe la
unión de las IgE a alergenos de este mi-
croorganismo y la liberación de histami-
na en basófilos, lo que le podría conferir
un papel protector frente a reacciones
de hipersensibilidad producidas por
alergenos inhalados (Madan cf al.
1 997b).
Tabla 1. Funciones de defensa de la SP-A.
Sistemas de
defensa del
organismo
Macrófagos Quimiotaxis, aparición de marcadores de superficie,producción de especies reactivas de oxígeno
Otras células Aumento de la secreción de citoquinas
Linfocitos Aceleración de. la maduración, aumento de secreciónde inmunoglobulinas y citoquinas
Agentes
patógenos
Virus Aumento de la fagocitosis, neutralización
Bacterias Aumento de la ~gocitosis y destrucción
Hongos Aumento de la fagocitósis y desúucción
Alergenos Disminución en la unión a ¡gE, inhibición de la seereción de histamina
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La unión de la SP-A a macrófagos
alveolares parece estar mediada por la
interacción de su dominio colagénico
(Pison cf al. 1992, Malhotra cf al. 1993,
Wright y Youmans 1993) con un re-
ceptor de alta afinidad situado en la
membrana plasmática de estas células
(Kuroki cf al. 198 Sc, Manz-Keinke cf
al. 1991, Pison ci al? 1992, Oosting y
Wright 1 994). Este receptor ha sido
identificado por algunos autores como
ClqR (el receptor de Clq), que podría
ser común para varias colectinas (Mal-
hotra cf al. 1990, Malliotra cf al? 1992,
Geertsma ci al. 1994). Sin embargo, hay
que tener en cuenta que la mayoría de
estos estudios están basados en la com-
petencia de proteínas que poseen domi-
nios colagénicos con la SP-A por su
unión al receptor, y que la SP-A es ca-
paz de interaccionar con algunas de
ellas, por lo que el efecto inhibidor de
estas proteínas podría deberse a su inte-
racción con la SP-A, y no a la unión de
éstas al receptor (Oosting y Wright
1994). Además, se ha observado en
otros estudios que la presencia de ma-
nosa en la cadena oligosacárida del re-
ceptor o en la de la propia SP-A es firn-
damental para esta interacción (Winter-
gerst ci al. 1989, Manz-Keinke cf al.
1991, Ohmer-Schréck ci al? 1993, Ga-
ynor cf al? 1995), y que ésta es depen-
diente de Ca2~ (Manz-Keinke ci al.
1991, Ohmer-Schrñck ci al. 1993), lo
que podría implicar a interacciones de
tipo lectina en el mecanismo de unión.
Integrando las dos posturas anterior-
mente expuestas, Ohnier-Schróck y co-
laboradores han propuesto que, aunque
la interacción con el receptor se produce
a través de su dominio de reconoci-
miento de carbohidratos, la SP-A podría
tener además un sitio de unión para su
dominio colagénico en Cl qR (Ohnier-
Schróck ci al. 1993). Se necesitan por
tanto más estudios para avanzar en la
comprensión de este proceso. De mo-
mento, los datos publicados parecen
apoyar la hipótesis de que hay distintos
receptores de colectinas en las células
del sistema inniunitario (Wright 1997).
En este sentido, un trabajo publicado
por Chroneos y colaboradores muestra
que la interacción de la SP-A con ma-
crófagos está mediada por un receptor
distinto de CIqR (Chroneos el a!
1996). Este nuevo receptor para la SP-
A, denominado CIqR(P), podría ser una
proteína de membrana de 126 kDa, que
ha sido donada y analizada por Nepo-
muceno y colaboradores (Nepomuceno
cf al. 1997).
A la vista de las propiedades descri-
tas de interacción con células del siste-
ma imnunitario, se deduce que la SP-A
ejerce una actividad proinflamatoria.
Teniendo en cuenta las propiedades an-
tiinflaniatorias de los lípidos del surfac-
tante comentadas anteriormente, será la
relación fosfolípidos/SP-A la que de-
termine si el surfactante pulmonar tiene
en conjunto un carácter anti o proinfla-
matorio. La hipótesis de que la SP-A
desempeña un papel importante en la
defensa de las vías respiratorias estaría
además apoyada por el hecho de que el
interferón-y estimula su síntesis sin alte-
rar la producción de otros componentes
del surfactante (»allard cf al? 1990).
Asimismo, se ha observado que los ni-
veles de SP-A en enfermos de neumonía
de origen bacteriano son menores que
en individuos sanos (»aughman ci al.
1993), y que ratones transgénicos ca-
rentes de SP-A sufren con mayor facili-
dad infecciones por estreptococos del
grupo B (LeVine ci al. 1997) y Pseu-
domonas acruginosa (LeVine cf al?
1998), lo que podría establecer una re-
lación entre los niveles de esta proteína
y la susceptibilidad a infecciones. Sin
embargo, y en contraposición con lo
anteriormente dicho, esta proteína po-
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<Iría actuar también como adyuvante de
algunos agentes infecciosos. En este
sentido, se ha observado que la SP-A
podría facilitar la infección de macrófa-
gos alveolares por Adjvcobacfcriumn fu-
berculosís (Downing ci’ al? 1995, (la-
ynor cf al. 1995, Pasula cf al? 1997), y
del epitelio alveolar por Pneumocyslis
carinhi (Zimmerman ci’ al. 1992). aun-
que también favorece la unión de este
protozoo a macrófagos alveolares, posi-
bilitando así su fagocitosis (Williams cl
al. 1996). Su unión a las cadenas oligo-
sacáridas de Pncu,nocysfis carinil es
dependiente de Ca2~, y en ella está im-
plicado el dominio de reconocimiento de
carbohidratos de la SP-A (Zinimernian
ci al? 1992, McCormack cf al. 1997a).
1.4.3 SP-B
La importancia de la SP-» en el sur-
factante pulmonar ha sido demostrada en
varios experimentos realizados in vivo:
anticuerpos contra esta proteína nactivan
surfactantes exógenos y producen fallo
respiratorio agudo en ratones y conejos
(Johansson y Curstedt 1997). Además, la
carencia congénita de Sp-» es incompati-
ble con la vida. Este hecho se ha demostra-
do al comprobar que ratones transgénicos
carentes de SP-» morían al nacer (Clark ci’
al. 1995. Tokieda cf al. 1997). En ratones
heterozigotos se producen graves trastor-
nos respiratorios (Clark ci’ al. 1997, Tokie-
da cf al? 1997). También se ha detectado
una mutación en el gen humano de la SP-B
que produce fallo respiratorio irreversible
en neonatos homozigotos (Nogee cf al.
1994), y transitorio en individuos heterozi-
gotos (Klein cf al? 1998). Esta deficiencia
está relacionada al parecer con un proce-
samiento incompleto de la forma inmnadura
de la SP-C (Vorbroker ci a! 1 995a, Clark
cf al. 1995, Klein cf al. 1998).
Aunque aún no está clara la función de
la SP-», sus propiedades podrían arrojar
alguna luz sobre su papel biológico:
- Es necesaria, junto con la SP-A y el
Ca2, para la formación de mielina tu-
bular (Suzuki cf al. 1989, Williams cf al.
1991).
- Acelera la adsorción de lípidos a la
interfase aire/agua (Hawgood el a!
1987, Oosterlaken-Dijksterhuis cf al.
199 la, Wang cf al? 1996a).
- Gracias a la SP-», los lípidos de la
monocapa pueden producir tensiones
superficiales muy bajas en el alveolo,
posiblemente debido a que enriquece el
contenido de la monocapa en DPPC
promoviendo la expulsión de otros
componentes (Mathialagan y Possmayer
1990, Yu y Possmayer 1990, Wang cf
al? 1996a).
- Aumenta la estabilidad de la mono-
capa (Cochrane y Revak 1991, Wang cf
al. 1996a, Lipp cf al? 1996) y de los
agregados grandes, que constituyen la
fracción fimcional del surfactante
(Veldhuizen cf al. 1994).
- Podría estar implicada en la recap-
tura de fosfolipidos por neumocitos tipo
II (Rice cf al. 1989, Horowitz cf al.
1996) gracias a su capacidad de inducir
mezcla de contenidos lipídicos entre
membranas (Rice el al. 1989, Ponlain cl
al. 1992. Poulain cf al? 1996). Algunos
autores sostienen que esta propiedad le
otorga también un papel en el empa-
quetarniento de lípidos en los cuerpos
lamelares y en el aumento en la veloci-
dad de adsorción de fosfolipidos a la
interfase aire/agua (Oosterlaken-
Dijksterhuis cf al. 199 lb, Oosterlaken-
Dijksterhuis ci al. 1992).
- Se ha observado que, tras producir-
se el colapso de una monocapa de
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DPPC al ser comprimida, la SP-II favo-
rece la redispersión de ésta en la interfa-
se (Taneva y Keough 1994, Lipp ci al?
1997).
La estructura dimérica de la SP-II, que
le permitiría interaccionar a la vez con dos
bicapas, o con una bicapa y una monocapa,
podría ayudamos a comprender parte del
mecanismo por el cual lleva a cabo sus
funciones.
La SP-E se encuentra ocupando un
plano paralelo a la bicapa, ubicándo se en su
superficie sin profundizar mucho en ella
(Baatz cf al. 1990, Vandenbussche ci’ al.
1992b). La región rica en aminoácidos la-
drofóbicos quedaría de esta forma interac-
cionando con las cadenas de acilo de los
fosfolipidos mediante fuerzas de van der
Waals, mientras que los residuos básicos lo
harían con los grupos fosfato de las cabe-
zas polares mediante fuerzas electrostáticas
(Cochrane y Revak 1991, Vandenbussche
cf al? 1992b, Morrow clal? 1993a).
Estudios de anisotropía de fluorescen-
cia (Baatz cf al. 1990) y de resonancia de
spm electrónico (Pérez-Gil cf al. 1995)
indican que hay una interacción selectiva
entre la SP-» y fosfolípidos aniónicos. Es-
tos datos apoyarían otros estudios en los
que se ha observado que los efectos de
mezclas de Sp-» y SP-C o de SP-» sola
sobre fosfolípidos son dependientes de la
presencia de fosfolípidos ácidos (Shiffer cf
al? 1988) y del pH (Shiffer ci’ al? 1988,
Oosterlaken-Dijksterhuis ci al. 1991a, Ca-
macho cf al? 1996). La abundancia de resi-
duos básicos en el extremo N-terminal de
la proteína podría ser importante en esta
interacción (Longo cf al. 1993).
1.4.4 SP-C
Actualmente se desconoce la función
de la SP-C. Sin embargo, se sabe que ace-
lera la adsorción de lípidos a la interfase
aire/agua. y que favorece su actividad ten-
soactiva (Warr ci al? 1987, Yu y Possma-
yer 1990, Súnatos cf al? 1990, Oosterla-
ken-Dijksterhuis ci’ al. 1991 a, Oosterlaken-
Dijksterhuis ci al? 1991 b, Seeger ci al.
1991, Creuwels cf al? ¡993). Al igual que
la SP-», facilita la redispersión de DPPC
en la interfase tras producirse el colapso de
la monocapa durante un ciclo de compre-
sión-expansión, permitiendo que la exclu-
sión de fosfolípidos en cada uno de estos
ciclos sea reversible (Taneva y Keough
1994). Aunque en menor grado que la SP-
B, la SP-C también induce mezcla de con-
tenidos Lipídicos (Poulain cf al. 1992), lo
que podría implicaría en la recaptura de
fosfoilpidos del surfactante en neumocitos
tipo ¡¡(Rice el a! 1989).
Las cargas positivas de la proteína,
muy conservadas, podrían desempeñar un
papel importante en la incorporación de
fosfolípidos a la monocapa (Creuwels ci’ al.
1995b). La capacidad de la SP-C de dismi-
nuir la Tm del fosfolípido (Siinatos cf al?
1990) y de aumentar su elasticidad y redu-
cir su viscosidad (Pastrana cf al. 1991)
también parecen favorecer el proceso. En
este sentido, se ha observado que, aunque
este péptido aumenta el orden de las cabe-
zas polares en una bicapa, altera a la vez el
empaquetamiento de las cadenas de acio
de los fosfolípidos (Horowitz ci’ al. 1992).
Aunque aún no se sabe qué papel de-
sempeila la palinitoilación de los residuos
de cisteina en la SP-C, es posible que esta
modificación sirva de anclaje del dominio
N-terminal en la membrana, ya que se ha
demostrado que sí influye en la estructura
de la proteína y en su interacción con lipi-
dos (Creuwels ci al? 1993, Pérez-Gil ci’ al?
¡994, Johansson cf a! 1995), y que afecta
a su capacidad de favorecer la adsorción de
fosfolipidos a la monocapa y las propieda-
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des tensoactivas de éstos (Wang cl a!
1996b). Estos resultados, sin embargo,
contradicen en parte los publicados por
Qanbar (Qanbar cf al? 1995).
Otro aspecto que se ha relacionado
con sus propiedades funcionales es su ca-
pacidad de segregarse dentro de la bicapa a
temperaturas inferiores a la Tm, separándo-
se en dominios proteicos (Horowitz cf al?
1993). Este hecho se debe probablemente a
que la longitud de la hélice transmembranar
de la proteína es menor que el grosor de la
bicapa en fase gel (debido al gran empa-
quetamiento de las cadenas de acio), lo
que crearía en ésta irregularidades termo-
dinámicamente desfavorables que se evita-
rían mediante la segregación de la SP-C en
los dominios anteriormente mencionados.
1.4.5 SP-D
Al igual que la SP-A y otras colecti-
nas, la SP-D tiene la propiedad de unirse a
carbohidratos de forma dependiente de
Ca2> (Persson ci’ al? 1990, Schelenz ci al?
1995). Igualmente se ha observado su ca-
pacidad para interaccionar, también de
forma dependiente de Ca2>, con algunos
lípidos, presentando especial afinidad por el
fosfatidilinositol (Ogasawara ci al? 1992,
Persson cf al. 1992, Ogasawara cf al.
1994) y la glucosilceramida (Kuroki cf al.
1 992a). En la interacción con cada uno de
los lípidos anteriormente citados intervie-
nen al parecer zonas diferentes de la pro-
teína (Sano cf al? 1998). La unión de la SP-
D a lípidos se produce principalmente a
través del dominio de reconocimiento de
carbohidratos y la zona del cuello (Ogasa-
wara cf al? 1994, Ogasawara y Voelker
1995a, Kishore ci al? 1996. Sano cf al?
1998), aunque otro trabajo ha revelado que
los dominios N-terminal y colagénico po-
<Irían intervenir también en dicha unión
(Ogasawara y Voelker 1 995b).
La única función que se ha atribuido a
la SP-D hasta el momento es la de interve-
nir en los mecanismos de defensa del pul-
món, función para la cual resulta necesaria
la integridad de la estructura dodecamérica
(Brown-Augsburger cf al. 1996a). En
efecto, se ha demostrado su capacidad de
unirse, agregar, neutralizar y aumentar la
unión de virus a neutrófilos, acciones todas
ellas mediadas por la unión a carbohidratos
dependiente de Ca2> (Hartshorn cf al.
1994). Además, produce aglutinación de
bacterias Grana negativas tras unirse al LPS
(Kuan cf al? 1992, Lim ci al? 1994), y tam-
bién se asocia a Pncumocvsfis carinil me-
diante interacciones con carbohidratos,
facilitando así su unión a macrófagos al-
veolares, aunque no su fagocitosis
(O’Riordan ci’ al? ¡995). En cambio, si
facilita la fagocitosis y destrucción del
hongo Aspcrgillus fumigalus tras umrse a
sus cadenas oligosacáridas de forma de-
pendiente de Ca2> (Madan cf al. 1 997a), y
protege al organismo frente a reacciones de
hipersensibilidad provocadas por los aler-
genos de este hongo (Madan cf al. 1 997b).
A su vez estimula la producción de espe-
cies reactivas de oxígeno en macrófagos
alveolares (actúa incluso a concentraciones
menores que la SP-A), acción indepen-
diente de la presencia de lípidos del sur-
factante (van Iwaarden cf al. 1992a). Esta
última propiedad, al igual que ocurre en el
caso de la SP-A, parece ser bastante selec-
tiva para los macrófagos alveolares, ya que
se han obtenido resultados negativos al
trabajar con macrófagos peritoneales (van
Iwaarden cf al? 1 992a). La interacción con
estas células también está mediada por ca-
denas oligosacáridas (Kuan cf al? 1994).
Como en el caso de la SP-A, también hay
receptores específicos para la SP-D en este
tipo de células, que al parecer son distintos
de los receptores de Clq (Miyamura cf al.
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1994). Sin embargo, la producción de am-
bas proteínas en respuesta a una infección
no está regulada de forma coordinada
(Dulkerian cia?. 1996).
En 1991. Kuroki y colaboradores tam-
bién propusieron un POsible papel de la SP-
D en la regulación de la secreción del sur-
factante, al observar que contrarrestaba la
acción inhibidora de la SP-A sobre la se-
creción de fo sfolípidos (Kuroki cf al.
1991c). Estudios más recientes han confir-
mado esta hipótesis. Aunque no se ven
afectadas la actividad biofisica del surfan-
tante, la función respiratoria, ni la supervi-
vencia de ratones homozigotos deficientes
de SP-D. sí se ha observado una acumula-
ción de lípidos y proteínas del surfactante
en el espacio alveolar de estos animales,
acompañada de alteraciones en los cuerpos
lamelares y en los macrófagos alveolares
(Botas ci al. 1998). Korthagen y colabora-
dores también observaron una acumulación
de fosfatidilcolina acompañada de cambios
morfológicos en el surfactante, en los ma-
crófagos alveolares y en el epitelio alveo-
lar, aunque no detectaron aumento de SP-
»y SP-C, y sí una reducción en la expre-
sión de SP-A (Korfhagen cf al. 1998).
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El surfactante pulmonar tiene una gran
importancia dlimea, ya que su carencia o
alteración produce importantes patologías
como el síndrome de distrés respiratorio
neonatal (NRDS) o el síndrome de distrés
respiratorio del adulto (ARDS). Actual-
mente se están empleando surfactantes de
distinta procedencia en el tratamiento del
NRDS, y se están ensayando en el A?RDS.
Los estudios sobre las características fún-
cionales y estructurales de los diversos
componentes del surfactante podrían ayu-
damos a proifindizar en el conocimiento de
estas patologías, así como en su trata-
miento.
A la vista de los antecedentes biblio-
gráficos expuestos en la introducción, re-
sulta por tanto de interés profundizar en el
estudio de las propiedades de la SP-A con
el fm de ampliar nuestra comprensión sobre
el ciclo biológico y las características hin-
cionales del surfactante pulmonar.
Aún quedan por esclarecer algunos as-
pectos sobre las interacciones de la SP-A
con lipidos, con otras moléculas de SP-A, y
con otras proteínas del surfactante. En este
sentido, aún no está clara la relación que
hay entre la agregación de vesículas lipídi-
cas inducida por la proteína y la autoagre-
gación de la propia SP-A en distintas con-
diciones. Por otra parte, los estudios de
interacción entre SP-A y lípidos realizados
hasta la fecha se han llevado a cabo en su
mayor parte utilizando bicapas lipídicas.
No se ha investigado, en cambio, la inte-
racción de la proteína con monocapas lipí-
dicas, teniendo en cuenta que esta estructu-
ra es al parecer la responsable de las pro-
piedades tensoactivas del surfactante en el
alveolo pulmonar. Además, todavía no se
conoce bien cómo es el proceso de secre-
ción de la SP-A, desde que se sintetiza en
el retículo endoplásmico hasta que se se-
creta tras almacenarse en los cuerpos la-
melares. A lo largo de la ruta de secreción,
la proteína pasa por distintas condiciones
de pH, permaneciendo en un ambiente ió-
nico rico en calcio y de fuerza iónica fisio-
lógica. En este momento quedan impor-
tantes lagunas sobre cómo van evolucio-
nando la estructura y las propiedades fun-
cionales de la SP-A en cada etapa de dicha
ruta.
Teniendo en cuenta todos estos pun-
tos, este trabajo se propone alcanzar los
siguientes objetivos:
1. Estudiar la interacción de la SP-A con bicapas fosI’olipi-
dicas en distintas condiciones ¡únicas y de pH.
2. Analizar la interacción de la SP-A con monocapas de
fosfolipidos.
3. Estudiar el estado de autoagregación de la SP-A en dis-
tintas condiciones ¡únicas, de pH y de temperatura.
3. INTERACCIÓN DE LA SP-A
CON BICAPAS LIPÍDICAS
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INTRODUCCIÓN
Desde hace más de una década se sabe
que la SP-A es capaz de interaccionar con
bicapas de fosfolípidos y de inducir la
agregación de éstas en presencia de Ca2~.
Actualmente se cree que esta propiedad
podría ser uno de los factores desencade-
nantes del reordenamiento a que se ven
sometidas las estructuras lipídicas del sur-
factante tras su secreción y que podría fa-
cilitar su adsorción a la interfase aire/agua,
donde ejercerían su actividad superficial.
No obstante, aún no está claro el me-
canismo molecular que produce la agrega-
ción lipidica inducida por SP-A. Se ha
sugerido que la agregación de las vesículas
lipídicas podría estar mediada por la au-
toagregación de la propia SP-A tras la
unión de ésta a dichas vesículas, posible-
mente mediante interacciones de tipo lec-
tina-lectina (Haagsman a al. 1991). Sin
embargo, se sabe que la cadena oligosacá-
rida de la proteína no es necesaria para su
unión a lípidos (Kuroki y Akino ¡99!,
1-laagsman a al. ¡99!, McCormack a al.
1 994a), y se ha observado que la unión de
la SP-A a lípidos y la agregación de éstos
inducida por la proteína parecen estar me-
diadas por mecanismos distintos (McCor-
mack eta?. 1 994b).
Teniendo en cuenta lo dicho anterior-
mente, se realizó el primer trabajo de este
capítulo, cuyo objetivo fue estudiar y
comparar la agregación de vesículas lipídi-
cas inducida por SP-A y la autoagregación
de esta proteína con el fm de proftmdizar
en el conocimiento del mecanismo que
dirige el primero de ambos procesos.
Por otro lado, antes de ser secretada,
la SP-A se almacena junto con otras pro-
teínas (SP-B y SP-C) y los lípidos del sur-
factante pulmonar en los cuerpos lamela-
res, unos orgánulos en cuyo interior hay un
pH ácido (~ 5.5) <Chander cd al. 1986) y
una concentración de Ca2~ libre entre 2 y
10 mM (Eckenhoff 1989). Sin embargo,
casi todos los estudios estructurales y de
interacción de la SP-A con lípidos se han
llevado a cabo a pH neutro. Se desconoce
por tanto a qué cambios funcionales y es-
tructurales se ve sometida la SP-A a lo
largo de su ruta de secreción. Esta ruta
comienza en el retículo endoplásmico, con
un pH neutro que se va acidificando de un
compartimento celular a otro hasta llegar
al pH ácido de los cuerpos lamelares, para
volver fmalmente al pH neutro de la subfa-
se acuosa del líquido alveolar una vez se-
cretado el surfactante,
Durante el proceso de formación de
los gránulos de secreción regulada se pro-
duce la segregación de las proteínas de
estos gránulos de aquellas otras que serán
secretadas por la vía constitutiva. Parece
ser que en este proceso de separación po-
dría desempeñar un papel muy importante
la agregación selectiva de proteínas indu-
cida por el PH ácido y/o la alta concentra-
clón de Ca2~ (Chanat y Huttner 1991, Yoo
1996, Colomer a al. 1996). En estas con-
diciones las proteínas secretadas por la vía
constitutiva no agregarían, y sí lo harían
las secretadas por la vía regulada.
A la vista de estos hechos, el segundo
trabajo de este capítulo aborda el estudio a
pH ácido de la estructura e interacción con
bicapas lipídicas de la SP-A en presencia y
ausencia de las proteínas hidrofóbicas del
surfactante SP-B y SP-C.
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Comparison of lipid aggregation and self-aggregation activities of pulmonary
surfacta nt-associated protein A
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1. Wccumpared thc Caa* dependenee of the self-aggrcgatiun uf
surlhctant prolein A (SP-A) with ihar of vesicle aggregatioa
induced by SP-A. The Ca2~ cuneentration required for haLf-
maxima¡ aeíivity of lipid aggregation was 0.74±0,29/LM (o = 4)
for pig SP-A arid 98+ 5pM (o = 2) for dog SP-A. In cuntrasí,
the íhreshold concentration uf Ca2> reqaired tu induce self-
associat,on of both pig ami dog SP-A was 0.5 mM. The Ca»
concenlralíon needed for half-maximai self-associanon was
236±0.15mM (o = 4) nad 070±006 mM (o = 2) for pig aud
dog SP-A respective¡y. 2. Wealsucompared ihe effect of Ca2’ en
the trypsin sensitivity of ¡ipid-free aud membraae-bound SP-A.
Aí 1
1¿.M Ca>t the tryptic digcstioa patterns ofdog and pig ¡ipid-
free SP-A were quite different. Dug SP-A was very sensitive tu
proteulysis, beiag almost completely digesíed by 30 mm, whule
pig SP-A was very resistaní. even after 12 h. After proteja
aggregation of lipíd-free SP-A (itt 5 mM Ca
2>), Ihe accessibulity
of ih trypsin cleavage targeta of he protein depended on ihe SP-
A apecies (self-aggregated pig SP-A became mure sensitive tu
degradation rhan itt non-aggregated Loran, whereas sc¡f-aggre-
INTRODUCTION
Pulmonary surfactaní is a hcíerogeneous comptex of lipid and
protcins that serves tu stabi¡ize ihe alvculi and distal a¡rways itt
low lung volumes, Dipalmhuy¡phosphatidy¡chu¡jne (DPPC) it
widely accepted no be the major lipid componení of pulmonary
surfactant. Besides DPPC. phosphatidylg¡yccrol (PU) and spcci-
fie protein componeats are required for the fail biological activity
of surfactant. At least three of these surfactaat protejas (SP-A,
SP-Bitad SP-C) potentiate the surface tension-reducing proper-
lies of the surfactant lipids (see [1,2] fur reviews).
The metí ahundant surfactant-assoeiated proteja (SP-A) has a
monumerle molecular mass of 30—40 kDa. Each SP-A subuait it
characterized by nra N-tcrmina¡ región containing a collagen-likc
sequence and a (‘-terminal domain with a sequence similar te
several Ca2-dependent earbohydrate-binding protejas, C-type
lectiris [3,4].The fuactiunal fox-ni of SP-A it aíssemb¡ed through
interactioris ira ihe collagcn-like dornain mio a curnplex oligomer
of 18 suburijís [5—71~la une uf the initial atepa ofihe assembly of
SP-A, three sabunuis ufSP-A probably fox-n, a triplc-htíica¡ alean
thaI is stabilized by iníerchain disu¡phide bonds. In the final
síage of ihe assemb¡y, the hexamers appear te be fornied by
lateral aggregation of the N-tcrminal haLf of the trip¡e-heljcal
stems [St
SP-A interacis witlt surfactaat phospholipids. aucA ita DPPC
gated dug SP-A was ¡cts susceptible~ la coatrast, membrane-
botrnd SP-A. froni cillier pig ur dug, was clearly protected frum
trypsin degradation al both luw (1 /,iM) or high (1 mM) Ca2~
eoneentratiuns. Thc protectiun was slightly higher at 1 mM Ca2>
when theextení of Iipid/SP-A aggregates was maximal. 3. On the
other hand, vesicle aggregation activity of SP-A was decreased
by 30400;, by removiag the uligosaecharide moiety of thc
protein, whereas seff-aggregation was not influenced by deglyco-
sy¡atioa. The presence of marinan (at coaeentrations fluí ¡owcr
than 10 ,zg/pl) decreased vesicle aggregation induced by dog and
pig SP-A by a mcchanism that it indepeadeat of the binding of
mannan tu the earbohydrate-binding durnaja of SP-A. Self-
aggregatioa of SP-A was aol affecíed by Ihe presence uf sugars
4. Frum thesc resules, we coae¡ude that: (1) ihe prucess of ¡ipid
aggregation jadueed by SP-A cannol be correlared with thai of
self-association of the protein oecurring at supranii¡¡imolar
cuneenírations of Ca24; aad (2) iheN-Linkcd carbohydrate moieíy
of SP-A and Ihe ability of SP-A tu bind carbuhydrates are nol
invulved ira lipid aggregatioa.
riad PG [9—11],as well as with surfaetant g¡ycosphingulipids [12].
Several siudíes suggest thai SP-A playa a major role in the mira-
a¡veolar surfactaní phosphulipid orgtínízatíun: (i) SP-A induces
phospho¡ipid vesicle aggregation in the preseace of Ca2> [9,13];
(ji) SP-A mediales the forrnation uf ¡arge ordered tubular
aggregates knowa as tubular rnyelin, whea added tu DPPC, PU
aad SP-B mixtures ja the presence of Ca>* 114,15]; (iii) SP-A
causes a Ca24-dependent increase uf the phosphu¡ipid mixing
arstivity of SP-B [16];aad (iv) SP-A prometes Ihe formation oLa
stable surface fibn of phospholipjds cuoperaíjag with tite hydro-
phobic surfactant prutein 5P-R [17].
Tite pitospitolipid vesicle aggregatioa actjvjty uf SP-A has
been amply astested by changes in turbidity [9,11,13,18—22],itad
has heen seca by electrón mlcroscopy [15,23].Typica¡¡y, nega-
iive¡ycharged vesicles were used fur thesc studjes. Sorne strucíura¡
requirements uf SP-A for lipid aggregatioa ¡ave been studied.
Digestion with bacterial cu¡¡agenase ur red uctjun uf SP-A with
dithiotha-eito¡ strong¡y decreases ¡ipid aggregation medjaíed by
tite proteja [20]as wellas the abitity ofSP-A tu bind phospholipids
[10,20],suggesting thai ihese lavo pruceases are dependení un Ihe
iategriíy of tite cu¡¡agenous domain of SP-A (triple heix arad
jateranolecular disulphide boad).
The req uirement uf the oligosaccitaride moiety uf SP-A fox-
lipid aggregatjon it nut Luily clear, Tite carbuhydr-ate dornain of
SP-A avas pruposed tu benn inaportaní delerminant in the ability
Abbrev¡at¡ons used: SP-A. surlaetaní prote¡n A; ¿HO, carbohydrate <ecognition domair,; DPPC, d¡paIm¡toy~phosphatrdyÉchoh¡ne; DPPG,
d¡palm¡toylphosphat¡dylglycerol; Ff3, phosphat¡dylglycerol; OGP, n-octyl fi-o-glucopyranosíde.
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of SP-A tu aggregaze lipida, tinco deglycosy¡aíed SP-A Oid not
aggrcgate phosphulipids [23] llowevcr, sitc-direeted mutagenesis
of SP-A reveala that thc oligosaecharide moiety is aot casential
fur hpid aggx-egatiun [24$On Ihe other hand, deglycosy¡alion uf
tSe protein doca nol affect the lipid binding properties of SP-A
110.23]. Iníercsíingly, Mc(’ormaek ci ~l. 125] x-ccently reponed
thaI phosphoLipid aggregation is niediated by lIte (‘-terminal
region ofSP-A by a mecharaiarn thai is distincí Ii-orn phospholipid
binding.
Conccrning tIte mechanism involved in ihe vesicle aggrcgation
phenotnenon, it hita Seca proposed thai ihis proceas could be
¡ncdiawd hy Ca2 ‘-dependení proietn protciri ¡nieraction bctwcenSp-A molecules [19]. These aíxíhors found a liacar correlation
bcíween Ihe extení ofvesicle aggregation iriduced by SP-A in ihe
presence of calcium itad lIte extent of seIl-aggregation of SP-A
Iascking lipida itt tIte sane concentrationa of calciam, TIte
interactiun beíween SP-A niolecules in ihe presence of lipida avas
furíher pruposed tu occur aiostly bctwcea tIte earbohydrate-
binding duanaina anO Oto uligossccharidc mojeties of SP-A [23].
The present study analyses tIte aggregaíion uf neutral arad
acidio vesicles mediatcd hy SP-A ant] compares lipid aggregation
riad self-aggx-egatiua activities of SP-A. The poasible mechanisma
involved ¡a tIte prucesa ol vesicle aggregatiun indueed Sy SP-A
are discussed
EXPERIMENTAL
Igolation and N-qlycosidane F treatment of SP-A
Pu¡rnonary surfacíant was prepared from pig or dog broncho-
alveolar lavage ata described previously [26$ Hg or dug SP-A avas
purilied ¡ram isolated surfacuínt using sequcntial Sutanol arad
oety¡ glucuside extraetiona ita described elsewhere [11j.
Suríhotaní protein conteal waa estimabed by thc methud of
Lowry uaing BSA ita slandard. Ilowever, tIte concentration of
SP—A was alwaya determined by quantitative amino acid anaiyaia
because tIte SP-A conceatrajion ‘vas overeatimated when de-
termined by tIte meihod of Lowry The amino acid analysis of
SP-A avas carnet] oid un a Beckman System 4301) l-Iigh Por-
fox-manco amino acid analyser TIte prutein hydrolysia was
pex-furnted witb 0.2 ml of 6 M 11(71. containing 0.1 (av/y)
phenul in evacuated arid sealed tuSes al 108 0(7 fox- 24 h.
Norleucine avas added tu each sample as tIte internal standard.
lileclrophoretic analysis of SP-A avas performed under re-
ducing conditiona (50 mM dithiothreitol) by une-dimensional
SDS/PACE ita describod by Laommli [271using staoking ant]
running gola of 4 ant] 12 t, acrylamide respectively. Cela avere
atained wiíh (‘uomassie Ilrilliant Elije R 250.
SP-A titas deglycosylated by treatmcnt avith 45 urdía of N-
glycusidase F from Flarúbacíeriu,n ,neqx/ngosept¡cum por mg of
SP-A itt 370(7 for 24 It in 15 mM sodiun, phusphate huller,
pl1 7.4. cuntairiing 12 mM IIDTA, LS mM PMFS, 002$ so-
dium azide ariO 20mM a-uctyl fl-D-gtucopyrasnuaide (0(W).
Cuatról iacubations coratained alt compunenís excepí tIte en-
zyme. After incubation, OGP ox- FDTA avere removed by dialyais
of Ihe reaction mixture againal 5 mM Tris/IICI bitifer. pu 7.4.
for 48 It at 40(7, The prutein cunteat iii control ant] enzyme-
treated samples avas determined by quantitative amino acid
aaalysia. SP-A avas completcly deglycosylitled by N-glycoaidase
as shown by tIte change of ínobility en SDS/PACoE uraden
reducing condirloas
SP-A seIt-assoclation assay
(7a”-depeadení self-aaaociation uf SP-A avas aludied ita descnibed
previously [21$ Briefiy, ihe sample ant] tIte referenee cuveltes
avere thai tilled with 0.4 ml uf 5 mM Tris/fUl buifer. pl! 7.4
Afta 10 mm equilibration itt 37 0(7, SP-A (20 ~tg) avas addcd tu
tIte sample cuvelte ant] tIte change ira absorbance at 360 ram
muraitored itt 1-mm intervala uver 10 min Nexí, Uit2t (5 mM.
final concentration) avas added tu SutIt tIte sample aad tIte
refexence cuvetie ant] Ihe ehange ja absux-banoe avas munitored
again. Self-associitíion of 51>-A avas reversed by adding FDTA
(lO mM, final concentration»
Preparation of lipid vesicles
Unilamellar vesicles of I)PP(’, DPPC/dipalnuitoylphoaphatidyl-
glycerol (1)PPG) (7 3, av/w) ant] DPPC/egg-PC (7:3. av/w) avere
aseO. TIto dilforern lipid tesicíca acre propared tis described
pre’vioualy [ti] al a phospholipid concentratiun of 1 mg/ml by
hydrating dry lipid films in a buifer cuataining 150 mM NaCí,
5 mM Tris/HU, ph 7.4. ant] allowing tbem tu saveil lar lb itt
temperature aboye tIte phaae-transitíon temperature of tIte
phospholipid vesicies. Next. Ihe ¡ipíd dispersión avas sunicated al
tIte same temperature (aboye 450(7) al 2441W wiíh 10 burata of
30s (15 ti betavoen burata) ira aix MSIZ Op Sonifer. TIte phuspho-
lipid conceníration avas determined by phosphorus determination
accurt]ing tu Roiiaer ci aí. [28]. Fox- vesicle-size analysís a
sululiora, quasielastie ligItí acattex-ing (QFLS) avas used according
lo Koppel [29] on ita Autosizer lic Photon Corx-elat¡oa Spec-
trómoter (Malverra Insx.x-amenls, 11K.). Measurementa avere
performed al 25 0(7 and 45 0(7 Vesicle diamela for DPPC ant]
fur ihe binary mixtures DPPC/DPPG ox- l)PI>C/¡>C (7:3, w/w)
avas ax-ouad 160-200 an with a polydispersily index of 02, ita
reponed px-evioualy [11],
Phospholipid vesicle aggregation assav
SP-A-inducod pbosphólipid vesicle aggregation assays avere por-
furmod al 37 0(7 in a Beckman DU-640 apcctx-ophotometer,
tneaauriag ihe change in tIte absorbance at 400 ram ita described
províously [22]. Hniofly, phosphulipid cosidos (50 ¡~g> avere added
ío buth tIte sample ant] tIte reforence cuvetie ira a total vulumo of
0.5 ml uDS mM Tris/lid buifer. ph 7.4. 150 mM NaCí, with un
avithuut 50
1’.M HITA. Afler 10 mm eqímilibration ~ 37 0(7 S/ng
of SP-A from a stoek sulutian of tIte protein ix 5 mM Tris/ud
bulter. pl! 7.4, avita added tu tIte sample cuvetie arad tIte chango
in absorbance at 400 nm avas monitored at 1-mm intervala uver
lO mira. Non, Ca
0 ¡ (typicaiiy 1 mM fin l concentx-ulion) avus
added tu buíh tIte sample ant] tIte reference cuvetie ant] tIte
change ira absorbance titas monitored again at 1-rin inlorva¡a
ayer 10 mm. EDTA avas used fox- reversíng vesicle aggregalion
induced by SP-A.
Titration experimeríts
The calciun, reqaix-ement fon vesicle ox- self-aggregalion avas
atudied by titration oxporiments in avhich increasing amounts of
a cóncentrated solutión of (7aCl, avere added tu tIte prótein
solution ira tIte absence ox- preseace of lipida. TIte aasay buffex-
contained 50 ¡aM ECTA. TIto Ca0 concentx-atiua avithout addirag
(7aCI
2 (coataminaral Ca
0 a tIte experimental sólution system)
avita 5 /!M ita measux-ed by atomic absox-ption. TIte free (7a2~
concentratiora ja each poiat of tIte tilx-atioa expex-imenta avas
eslxmaiod Sy a compuler progním ((IJIELATOR) [30] which
also permita comedian fox- lonie atreagth, temperature, pH arad
othex- oompoting loas.
Trypsin digestion
First, dog ox- pig SP-A (160 ng/mI) avas iracubated for 20 mira itt
fipid aqgregalioa adueed by surfaofanf píoleia A 885
370(7 avjlh eitbex- DPPC ox- DPPC/DPPG (7:3, av/av) vesicles
(1.6 mg/mí) in 5 mM Tris/1-1C7l bulter, pH 7.4, 150 mM NaCí,
5OpM ¡SCTA, ja tIte presercee of cilIter 1pM ox- 1 mM free Ca0.la aOdition, SP-A was iracabarod withuut lipida in tIte sanie
conditioras excepí that NaCí avita raot ineluded ira the buifen itad
that free Ca0 coacentrationa avere 1 ,eM urS mM. TItea, trypsin
(Millipore, 246 uraita/mg; 20~,g/mL) was added tu tIte samplea
itad tIte lx-ypsia macubation avas carnied uut itt 37 0(7 ~ tIte
indicated tmrnos. Digeation avas stopped by adding ljtI of 1 M
HG (final pH 2.0). TIte mixtures wex-e thera dnied naden yacuum
arad ana¡yaed by SDS/electx-ophoresis naden neduciag coadmímona.
I)ata reported in the Figures of tItia papen avere óbtained fx-om
Lotír differeat preparationa of pig SP-A and Lrom lavo ditferent
preparationa of dog SP-A. Fon eacIt preparation experimenta
avene repeated itt leaat tavice.
RESULTS
Figure 1 ahoava that the additión of pig SP-Ato either OPPC ox-
DPP(7/DPPG (7:3, av/w) vesieles in 5 mM Tria/l-1Cl buifer,
pIl 74, coratairaing 150 mM NaCí resulta ira a marked menease ira
¡igItt absurbance due tu lipid aggx-egation. ALter addition of Ca’>
(3 mM, final concentration) tIte lighl absorbance of SP-A/¡ipid
aggx-egatea iracreases by ara additional 20—25”$. Inlereatingly, tIte
additiora of FDTA (6 mM) diasociates tIte aggx-egale completely,
auggesting that yeaicle aggregatioa uceux-ning after addition of
pig SP-A is also dependerar un (7a2>. itt titeo, tIte presence of
1 mM FDTA in the aaaay bullen preventa lipid aggx-egation
iraduced by adding SP-A (Figure 1). (7oraaidex-ing that tIte
endogeaoua Ca” concentration (i.e. witItout adding (7a~ tu uun
experimental aqacoas syatem) avas 5
1¡M, ita measuned by atonte
abaox-ption, tIte resulta suggest tItal pig SP-A induces lipid
aggregation itt very loav cunceatratiuna of (7a
0~. Fig r 1 aLo
hoava tItat pig SP-A induces aggregation f DPPC/DPPG (7:3.
av/av) a tIte preacrace, bat not ja the abaenee, of 150 mM Nací.
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Figure 1 Pliysiologleal ¡cele strenglh le required for SP-A-lnduced sg-
grqauou cl acidie buí ial neutral vealcies st ¡civ C¡ICIMIYI coacenlraticís
Satuple ard referente cuveflos cero lilled MIt/O ~¡q/mlof nube, OPPC or OPPC’OPPG (7:1
e/e) enrieles jo 5 raM Tris/HO buffet, pH /1, conlaining 150 raM NaCí (@>, nr 4 raM NaCí
10), 01150 tu M Nací ant 1 raM LOTA (fruten fine). Altee 10 mm egnuilitrafion ~f3/ ~Cfru
SP-A (final cor~cn. 6 pi/rl> cas addod lo lío sampin cuentin. mal, Ca> final cosen. 3 ttM)
cas added lo 10111 tío sariplo ant líe telerente cuvehe. líe alucen cas teversod lv addifion
oíL tu M LOTA lo bu concIten A eprosnuolalive expexitoení of loor experimenls a aboano. Four
dillorení proparalicra nl pi9 SP-A coto uncí.
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Figure 3 Trypsin seunsilIvtly of dog (a) sud plg (b) ltjuld-free SP-A ¡¡ lucir
ían~aggrepIed aid aggregatsd forme
Proleolylie dignalion of SP-A cas dore of líe indicafod fímes as ~acribedit filo Expeíiítoafal
seefior. Molecular-trasa marbnís a kIlo are indicaled lo fío tigil uf líe gel.
1-Joavever, ionio sírengíh has no inflísoraoe un rSe aggregaúon of
neutral vendesof DPPC. Ihese resulta funíherconfirm previotra
atudies [11] which shuwed thaI the binding of negatively charged
vesicles tu SP-A was abrogitíed itt Loav jonio streagth. Huwever,
tIte interaction of neutral vesieles avilh SP-A avas aol dependerít
un tIte onie strength. TIte laek of interacliun of acidie yesicles
avith SP-A itt Ioav lonie atrength itad Ca
2~ coraceníration arad the
subaeqnent ab liti o of yesicle aggreg tioa is interpreted lo arme
Lrom electrosíatie repulsiora betaveen tIte negative eharge of lIte
phospholipids arad the negative surface cItarge un tIte protein.
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Figure 4 Trypsin sens¡tIviIy of membrane-hound SP-A
Ong o, pi~ SP-A cas firsí ircubaled mili DPPC/DPPC (1.3, c/vo) sisales al 31 <Cío, 20 rnir
o líe presesce of Ca (1 pM 01 mM>. 1ieo, líe píoíeolylio digestos nl eitier (¡phd boaod
SP-A or lipid/SP-A aggíegalos cas dono al líe isdiralod irruir. Sirruiiaí escila cero obloired
ciii OPPC vosiclea. Molecolar- masa maíkers o ltDa are isd¡calod lo líe r¡qfrt cl líe gel.
The aggnegation of yeaicles ¡a depeadeat 00 tIte lipid/protoin
ratio. Titratmon of SP-A avitIt DPPC yesieles resulted ira a
hyperbolic plul avhicIt reacIted saturalion at a lipid/pruteiri
aveighrr ratio around 10:1 Titranion of a preparafion uf DPP(7
vesieles avith SP-A gaye a similar saturating lipid/protein aveight
ratio (reaulta raot sItoava). TIte same resulta avere obtained avitIt
negatiyely charged vesides. According tu these resulta, ave used a
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Iipid/SP-A aveigbr alijo of 10:1 or higher in oíl experimente
x-eported Itere.
Calcium dependence of bbc vesicle ami self-aggregatlon proceises
Figure 2(a) altoava tIte ealcium depeadence uf yeaiele aggregatioa
joduced by pig SP-A. Aí veny loav conceatratiuras uf enleium,
xg~xnegarion uf neutral ami neidie vesicle.s is ubaerved. reaehing a
rnaxímum levol at 20 ~‘M (702*. The (7004 cuncentratiora reqtrired
fon Itall~maximal vesiefo aggnegatiua induced by pig SP—A (kor)
ja 076±024psM(u = 4) fon DPP(7. 074±0.297,.M(u = 4) fox-
OP¡’C/DPPG (7:3, w/av) arad (1.24pM (a = 1) fon DPP(’/PG
(7:3, w/avf Ilio Ca? acíiyoljun cunstano (k ~) for SP-A-
depeaderar vesiele aggregauioa doca aut deperad ura lIte lipid
eumpoaitioa uf the vesieles. TIte extont of aggregatiua uf
DPP(7/l>G (7:3, av/w) un DPP(7/pItuspItatidylinusitol (7:3, av/w)
vosiclea, avbich might contaja eu-exisliag fltíid ant] gel xlumaina at
370(7 avita loaver than tItar of DPP(7 un DPPC/1)PPG (7:3,
w/av) yesieles [22]. TItia auggests the influence of tIte physieal
atate uf the ticaicles un tIte aggregation pruceas. as preti’ioualy
reponed elseavhere jI 1].
Figure 2(b) ahuava tIte caleium dependerace uf the aelf-ag-
gregation pruceas of pig SP-A. TIte (7a’ cuncentration requined
fon ItaIf-maximal seiL-itasociation is 236±0.15mM (e, 4). TItis
vaiue ma n)ueh higher chan thaI for half-snaxixnal yeaicle ng-
gregation givea aboye. The thresItold concentraliun of calcinm
required lo induce aelf-asaociatiun ofpig SP-A ja 0.5 mM. smmilar
tu thaI reponted fon othor SP-A apecies (dog un Iturnan) [19]- On
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Figure 5 Efluí of degiywsylaliw, of pig SP-A os veicle aggre»atiou (a> nd self-sggregaljon (b)
(a> Sa,rrpie aed reference rurefles core <illod ciii /0 pg/oul ol elio, OPPC or OPPC/PO (/:3, cIan) nesiclea o 5 mM Tria/HCI bulle, pH ¡4, coolaioir~ 150cM NaCí aod 50 yM ESTA. AIIm
10 elio equilítralion al 37 <0,6 ,¡g/ínl SP A anas addod lo líe sanurie cuvehe. Mcxl, sonde aggroqalioe toar síarled by addilion of CaO (<mal cetro. 1 mM) lo bali líe saniple atd líe reicreoco
rancio. (b) Soh!-acerogalioo anas dono as doscribed o líe Erperimeolal aoclioo. Hoal ooríceslraliooa of pig SP-A aod Ca’ cern 40pg/rruf att] .5 srM roapeclieeiy. Tío rosalía aíoano alo froto
a repiescríafive ore of bu, erperirrotis. Ico di’fo,eol proparalicros ni pig SP A core jaid.
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Figure 6 Eftect of the presente of csrbohyilrates o. self-sssacialion (a> ami vesicle aggregallon (b,c) al pH 1.4
Selí asaecialior (a) cas dono as deacribed it he Espelirseelal seclion. Fital coneenlraíioea of dog SP-A, Ca2 arId malltat cero 50 pgIeli, 5 mM atd 10 pg/¡¿l rospocíivoly. Por reside aggre~atiors,aan~le atd eferente cavIles anere huid ciii eilier 80 ,¡~/ral Iriacíles) te 40 ¡cg/ml circies> of DPPC/DPPI3 (¡:3. an/an> resides o 5 mM Tris/HO balfer, pH /.4,150 mM NaCí, 1 mM Ca2
mili nr nilloal lOpg/pl trasveo b) ce 100 mM f/-acelylr’atrosammne (c). Aher 10 mio equilibralior al 3/OC, reside aggregaíioo caa síarled by add’dion of 8 ¡¡g/rfl dog SP-A, Tío
píoapfrolipid/prolcio <alio cas 10:1 Iriasglca> oc 5:1 ciclos). icaulla preseoled are loto a reproaerclalive orco of lirre experimetía. Similar roanlís cero oblairsed ciii pig SP-A.
tIte other hitad, the Ca5’ requirement fon vesicle aggregation
induced by SP-A is aot Lutly clear. Ross et al. [20] repurted ohat
tIte tItresItold euneealnitliun oL Ca2> required Lun vesiele ag-
gregatiun iadueed by dog SP-A waa Itigher tItan 3 mM. That
valí,e is aboye the free (7a<~ conceratratiun in tIte alveolar apace
of adult aairrnals (apprux. 1.5 mM) [31]. Ira cuntnast, Bfrati el al.
[181Lound lhat <he lhreahold coaceatration of Ca5t aeeded Lux-
dug SP-A-induced yesicle aggregaliora avas 0,5 mM. Tu determine
wIterhen tIte ItigIt diffenenee between Ca2> aclivation conatants
Lun yeaicle arad aelf-aggregatiun ubserved avitIt pig SP-A occurred
also in otIter SP-A apecies. ave repealed the experimenta avith dog
SP-A arad DPP(7/DPPG (7:3. w/av) vesiclea. The Ca2~ con-
ceatration nequired fox- Italf-maximal vesicle aggregatioa induced
Ity dug SP-A avas 98±5
1íM (n = 2). avhereas that required fox-
halttmaxirnal self-assoeiatiun avas 0.70+0.06 mM (a = 2). Thua
independent uf SP-A apecica. theae tavo prucesaes Itave veny
diliererat (7a
2 requinemerata. sho viag tItal lipid aggregalion
activicy of SP-A eannut be mediated by seLf-aggx-egalion uf the
prulein iaduced by aupramillimólan coneentnatiuas uf (7a2~.
Trypsln sensitivhy of SP-A in Ilpidlproteln aggregates or iii Bs
IipM-free seIf-assoc¡ated form
Figure 3 ahoava the tryptic digeation patteraa of dog (Figure 3a)
arad pig (Figure 3h) lipid-free SP-A, ir, tIte presence uf 1 yM un
5 mM Ca2>, al the indicated limes, Dug SP-A ia very sensitive tu
proteolysis ¡a ita non-aggregaced fox-un (itt 1 ¡zM Ca2>) being
aLmost eomp¡etely digesced by 30 mira, avhile pig SP-A is vex-y
resislarat, oyera after 12 It. Interestiagly, the effect of prutein
aggnegalioa ura tIte auseeptibility to proteolysis of dog atad pig
SP-A ira their seIL-asauciated fox-ms (neacIted at 5 mM Ca2t) ¡a
oppusite. After aggnegatioa (at 5 mM (7a2’), pig SP-A becomes
more senaitiye tu degradatiura thaa ita nua-aggregated fonun,
avhereaa dug SP-A is leas susceptible. Ihese resulta auggest that
aggregation seema tu mudiLy protein conformatiun sinee the
accesaibility of trypain cleavage largeta uf SP-A changos. being
mure ur less exposed depending un SP-A apecies.
Membrane-bound SP-A Lx-om cither pig ox- dog ¡a c¡eanLy
protected fx-um txypsin degradatiun att buth luav (1 ¡sM) ox- higIt
(1 mM) coracentraliona uf Ca2> (Figure 4). The prulecliun is
indepcadent of SP-A speciea itad ia alightly Itigher avhen lipid/SP-
A aggregates are counp¡etely formed itt 1 mM Ca5~.
Involvement of tire carbohydrate moiety ami tire carbohydrate-
Wnd¡ng domain of SP-A in vesile aggregation and salt-
aggragation
Tu investigate avherher Ihe uligosaceharide chaina uf SP-A are
required for vesicle riggx-egritiua itad self-aggregalion procesaes,
deglycosylation of Ihe pruteia avas carried out usirag N-glycu-
sidase U. ALíen degLyeosy¡atiun lreatmenl. no glycuaylated SP-A
euuld be detected by C7uumasaie Blue staiairag. Deglyeusylation
of pig SP-A deereases aggregation of aculral itad acidie vesielea
by 30—40% (Figure Sa). Hoavever, self-aggregacion oftIte prutein
ir fluí influeraced by remuving asparagine-linhed carhuhydx-ate
(Figure Sb). Interestingly, although ihe exlent uf aggx-egaliun
deereases w¡th deglycosylated pig SP-A, tIte Ca20 enneeratratiun
required fox- halE-maxirnal vende itggx-egatiun (k~,taa+) a aixni¡ar
fox- the tavo protejas, control and deglycoaylaced.
Tu fiad out if tIte bindiag of mannan tu the carbohydrate-
bmndmrag dumitia of dog ox- pig SP-A Itas any influenee un venido
aggregation arad ae¡f-aggregation pheaomeaa. ave atudied the
efteet uf tIte preseace of chis homupoLysacchanide ura these lavo
proceases. The birading of SP-A lo mannan avas ahoava tu occur
al pH values higIter tItan 4.5 itad al Ca2> cuacentratioas Itiglier
tItan 10 ¡vM [32]. Figure 6(a) ahoava tItat tIte presoaeo of mannan
(al a coacentration of 10 ¡tg/¡tl) doca nut influenee seiL-as-
auciatiun ufthe prutein, but decreitaca vesicle itggregation indueed
by dug un pig SP-A itt pH 7.4 (Figure 6b). Loaver concentrationa
of mitanita do not influence Lipid itggregation. The inhibitory
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Figure 7 Elfeel al mamase (a) or N-acelylmaancsammne (b) en vesicla
sggregatiau mt pH 4.0
-Sample así releíeoco cuveiles cree ¡uit] cli 80 po/ml of DPPC/DPPQ 1:2, c/a) <cuides
irisO mM NaCí, 1 rrrM Ca>, 2.5 mM acolale bulle, pH 4.0 cuí or ciíioLA re ng/id <parlas
(a> oc 100 rpM /V-ecelylrpaoooaamirco (b). Afler 10 mit equilibítlino al 3/%, asirle
afigrogelion cas síarlod 5< addiiion of dog SP A ¡8 ng/eM>. Tío resalís sioco aro Irort
represetíalivo ore of ibíco oxporirrretis Sirrilar piola coro obíairod cdi pig SP k
efTect of mannan mercases whera phospItulipid/pruteira and
pItuspItolipid/mannan aveight mIjos avere deereased (Figure 6b)
TIte addit¡ua of exoesa maman lo L¡pmd/px-oteira aggregatea
previoíasly fox-meO does nut diasuojate <hose aggrogaees (resoles
nut ahuava). On tIte other harad, tIte presence ofita exceas of sV-
aeetylmannósamine (¡00 mM). avhich biada tu <he carbuItydrate-
binding domaja uf SP-A very eflieioratly [32].doca not mnffiaenee
yeaicLe aggregat¡on maduced by dog ox- pig SP-A itt pIf 7.4 (Figure
6c~. Iligher concentrationa uf that monusacuhitride (200 mM)aro
needed tu eauae a 20<’;, deerease ofvesicle aggx-egation itt pI-l 7.4.
Tho pusaibi¡iny that <he inhibitory effect of ínannan un tosido
aggregatiun ia due tu tIte interactiura of tIte puLysaccharide avirb
(he membrane eannuo be exelade& Thorefure, WC aludied tIte
effect uf tIte presonee uf atitanan itad N-acetylmannosamiae un
vesicle aggregatiora al pH 4.0. At th¡a pH, ruananra doca raot birad
tu either SP-A ox- utIten collectina sueIt as mitnnan~birtdirag
protein (MBP) un cunglutinia [32]. Figure 7 ahuava tItat the
presence of manraa.a (10 pg/pl) un X-acetylmaaauantmino
(100 mM) decreasea vesicle aggregation induced by dog ox- pig
SP-A al pH 4.0. TIte ¡rahibicory effect of mitanan ¡a higher itt
pH 4.0 tItan itt plí 7.4. Frorn tItese data WC coraelude that tIte
effecn of augara ura vesicle aggregatiun is mndepeadeat uf <he
birading ufearbohydrax-ea tu the carbohydx-ate recognitiun domaira
((7Rfl) of SP-A. The effeet of marinan un vesiole aggx-egatiun
mighe he doc <o <he interaecion of carbohydrales avith JipiO
veajelea tItat cunid load tu alteraliuna ja the physieal prupertica uf
membranes [33]. Goodrich el al. [34] reporteO thai lIje ira-
tercalatiun of canbohydratea jato lIto intenfacial región uf mcm-
branes resulted in a luavening uf tIte phase-transition temperature
via. expansión uf the tatíice arad mudilicatiun uf tIte avhole lipid
inlerfacial región. Wc proviuusly sItuaved [11] that tIte materaction
ofSP-A withphospholipid vesicles requires Ihelipida tu hein tIte
gel pItase itad tItal SP-A-iraduced tosido aggregatiora avas strongly
dopendent un che physica¡ susle oL <he vesicles. Therefox-e. it is
cuaceivable that tIte proceas of lipid aggregatiua avuuld be
influenced by <he preacace of exceas marinan if lIte interactiun
betavoen canbuItydratos aad phusphulipid vesieles resulted in a
loaveniag uf <he gcl-to-liquid-cnystalliao phaae-tranaitiua 1cm-
perature. Alíernat¡vely, lIte intercalatiora uf carbohydrates into
tIte interfacial region of membranes could impede tIte pruximity
betaveen vesicles itad eoaaequenlly tIte aggregat¡on Itetaveen tItem.
DISCUSSION
TIte ability of SP-A tu aggregate pItuspholipid vesiclos has Itoen
avidc¡y atudy [ll,13.18—22]. It avas x-eceatly reponted lItat tIte
(‘RD dumaira uf SP-A ti’as direclly implicaled ira that procesa
¡2535,36]. lluavever, lIte mechanism involved ira <he yesiele
aggnegaí¡un pbenumenun is puurly underatuod. It Itas beera
suggested thai vesiele aggrega¶iun euuld be <nediated hy (la2-dependent self-aasoeiarcion uf SP-A [19]. TIte resulla preserated
Itere provo tItití tIte prueesa uf lipid aggregatiun indueed by SP-
A caanot be correlated avitIt that uf ao¡f-aasucral,un uf the
protein. These tavo proceasea hato vox-y dilfenent requiremerata uf
(‘~í The (7aí<’ achií’ahiun constant (A’ <“~‘> Por SP-A-Ocpendcno
vesmele aggrogatiun avas 0.74±0.29¡eM fue p¡g SP-A arad
98-rS pM fon dug SP-A. Ira coratrasí K’”~> fox- selL-aggregatiura
uf SP-A avas 2.36 ±0.15mM arad 0.70±0.06mM fon pig arad dog
SP-A respectively. Ix addition, deglycuaylatiura uf tIte protein
caused a 30—411% deerease in vesicle aggregatioa avithuut influ-
eacíng self-aaaoc¡atiura uf SP-A. Reduotion of <he lipid ng-
grogariura acoiviry of deglycosylaeed SP-A cuold be doc tu
atx-tíetural modificatiuna in tIte (7-terminal región ufSP-A caused
by remuving tIte eax-bohydnate muiety. It avas neeently ahuava
that <he (7-terminal región uf SP-A a onitical fox- lipid vesicle
aggregatiua ¡25.3536]. Nothing is knoavn ahuol tIte atruetural
dumaira of SP-A directly iayulved un lIte prócesa uf aelf-
asaucialiun.
Qn <be other hunO, <he binding ofphospholipids tu cieher Oog
un pig SP-A al vox-y lóav coaceatrationa of Ca> (1 ,rM) caused a
mankeci protección uf SP-A Lnum tnypsia degradatiora. At this
(‘a<> eoncentratiun lipid aggregation did nut occur (dog SP-A)
ox- rs half-maximal (pig SP-A)- TIte prótection avas unly slightly
higher at 1 mM (la1t avIten <he exterat uf lipid/SP-A aggrogates
avas maximal. TIte biadiag uf phuapholipida tu SP-A avonid Lead
tu a rodocod aecessibilily uf lIte trypsin ofeasage <ox-gola luoníed
in lIto domadas ¡a whicIt phuspItólipida are Sound. botIt tIte
hydruphobic regiun ufSP-A (noek dumain) arad tho región ufche
smith disulphide luup ira lIte (7RD hayo beon proved tu be
¡avólved ira lIte lipid binding próperties uf SP-A [35,36]. Wc hayo
pneviously ahóavra [11] that the jníeracpiora uf phuapItolipida av¡tIt
cilher pig ox-human SP-A causeO a eurafurmatjunal chango ira tIte
prutoin mulecule affeeíing tryptophan residuos uf SP-A, avhich
are lueated ira tIte (‘-terminal 38 amino acida (al pusitiona 191
arad 213) ¡a alt apodes abdicO untd nuw. Therefure. it is
cunceivable thal lItis confurmatiunití chango carcísed hy phoapho-
l¡pid b¡adirag, aad tIte aubsequ.cat aggr-egatioa rat highor cuneen-
trationa uf CaQ Lcd tu a redueed expusure uf trypaia eleavage
targols lucated nut unLy incIte región a avhich phusphohipida are
Sound Sg aNo ja ejosed arcas ufeho CRD. In eonex-ass, lIje cifeer
uf aelf-assóciaíiun ura tIte trypsin senaitivity of SP-A avas variable
Oepcnding ura Che SP-A specie& TItrís, che solf-aggregatod Lux-ni uf
pig SP-A avas much more acrasitive tu tnypain degradation <han la
nora-aggnegaíod furm. wIteroas dog SP-A avas loas susceptible tu
proteulysia af’ter self-aggnegatiun.
Taken tugelher. alí <Itese nesulís shóav that <he pruocas uf lipid
aggrega<ion ira nor dependoní un Che seif-asaueíaíaón of tIte
prutein avhich occura itt aupramillimular cuaceatratioras of Ca2 Y
TIte quesrion clac remaina la wh-at la rIte mechaniar,, involved leí
tIte tosido aggregatiun phonomenon? 1-litagaman cí al- [23] hayo
pruposed that vesicle aggrogatiun could be mediated by Ca2-
inducod irateractiuaa betaveca cax-bohydrate-hinding domaina and
the oligusaccharido muieties uf SP-A, This hypotheais could be
Lipid aggregakiou induced by surfactant prolein A 689
suppox-ted by two LacIa: (1) tIto Iow Ca” x-equiremenr fon locura
aecivity [323.avItich la similar- tu thai Lun waldo aggrogation; anO
(2) rIto enitical roqainemerat uf tIte CRO fon vesiolo aggx-egaeion
[2535,36]. Wc Pound. Ituavover, Ihal <he carbohydratc xnoicty of
SP-A avxss nol eritjcal fox- vesiele aggx-egaliun, ira agreemení wiIIt
px-eviuus siudies ¡24,37]. Furthermure. ljpid/SP-A itggregittes
rzuuld not be disauciated hy addjtiun of excesa mannan. The
preseace uf thai homopolyaaccharide docreased vesicle aggx-e-
gatiun by a mochaniana thai is indepeadent uf tIte biading of
marinan lo tIte earbohydratc-Itinding domada uf SP-A, Reduetion
uf cosido aggnegxoeion oecurx-od at hoth pH 7,4 anO ph 4.0.
1-Joavevor, nr acidie pH <he binding of anannaa, <o SP-A un tu
ulber (7,xype Iceijixa ja abrogatod [32$ These resulta exelíade Oto
involvemeat uf interacílunsa betaveera oligosacchanide muieties
nad carbóhydrate-binding sites of SP-A in veajele aggregatiun.
Receat atudies [25] auggested thai tIte birading of SP-A tu
phuaphulipid veajelea atad tIte subsequeat aggnegatiun eveal avere
separate prucesaes, beeause residuos 01W»: itad Argr»ru uf <he
CRO of rut SP-A avere criticad determinitala fur yeaielo ag-
gregatión but nut fon phósíthulipid binding. Therefure, it ja
poasible that in tIte presenee uf Cax-’ itad afuer lipid biradiag.
additional px-oteix-r-atx-uoture-related changos coritO uccur thai
load lo aggregastiora. A pusaible mudel tu explain thaI pruceas
avucríd bo che fullowing: che binding uf phospholipida tu SP-A
eould induce a apocidie (7312 -doponeJerar conformcueiunxíl ohange ial
ihe prulein mulecule avhieS coaxid tnigger protein—px-ulein caler-
actiuna betaveen tIte CROs uf SP-A. Thex-efore, SP-A¡liposume
complexos cuidO aggrogate by a moehanisin uf SP-A self-
asaucíation that musí be neeeasanily differeat frum thai avhich
uccura without lipida arad is triggex-ed by aupramillimular cuneen-
trationa of calcium.
tisis carla cas supported by gran P992-c752 ron Direecido Geteral de Iríveatigacién
Cieniíliea y técnica.
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Effect ofAcidie pH un the Structure and Lipid Binding Properties
of Porcine Surfactant Protein A
POTENTIAL ROLE OF ACIDIFICATION ALONO ITS EXOCYTIC PATHWAY*
(Eteceived for publication, Noveaxtber 4, 1997, anil isa revisod fox-aa, Match 30, 1998)
Miguel L. E. Ruano, ~Jesus Pérez-Gil, vid Cristina Casalst
Fx-om Cloe Departrareait of I3ioehernist,y arad Molecular &ology, Faeulty of f3iology, Curnpluterx,se Uralvex-sity of Madrid,
28040 Madrid, Spain
Pulmonary surfatctant protein A (SP-A) is synthesizod
by type II celis atnd atored intrateeflularly in seeretory
granules (lamellar bodies) tugether with surfaetant hp-
ida vid hydrophobie surfaetant proteina E ami C (SP-B
atad SP-C). Wc asked whcthor the progrosaive decroaso
in pH along tho exocytic patthway could influence thc
sevondatry structure atad lipid binding and atggrogation
properties of porcine SP-A. Conforinational analysis
frona CD epeetra uf SP-A ant rarionas pH values indicated
that tite pcrcentaange of a-helix progressively doereased
atad that of p-sheet increased as tho pH was reducod.
The protein underwcnt a matrkcd self-aggrcgattion att
naildly acidie pH in the presenco of Ca
2~, wnd tiuns
thought to resemble itose xisting in tite trans-Gulgi
network. Protein aggregation wrans greater ata thepH was
reduced. Wc aniso fumad tbat butb neutra] and acidia’
resides either with or without SP-E or SP-C botad tu
SP-Aatt acidie pH as demonstratod by co-migration dur-
ing centrifugation. However, tito binding of ateidie but
not neutral vesiefes tu SP-A lcd to 1) a striking chango in
tite CD spectra of tite proteja, wbieh was interprctod ata
a deerease of the ¡ercí of SP-A self-aggregattion, and 2) a
protection of tite protein from endoproteinase Ola-U
degradation att pH 4.5. SP-A matssively atggregated acidie
recicles but pooriy aggregatcd neutral resides att acidie
pH. Aggregation of dipatlmitoylphosphatidyloholine
(DPPU)resides cititer with or without SP-E atad/orSP-C
strongly depended un pH, being progressively do-
creased as tite pH wats rodueed atad matrkedly inereased
trhien pH wats sitifted batck to 7.0. At tito pH of lamellar
bodies, SP-A-induced aggrcgattion uf DPPC resides con-
tatining SP-E oir a mixture of SP-E atad SP-U iras vory
¡ow, although SP-A botad tu titese resides. Titeso re-
sults indicate thatt 1) DPPC binding vid DPPC aggregat-
tion are differcat pitenomena thatt probably haro differ-
cnt SP-A atructural requirementa and 2) aggregation of
membranos indueed by SP-A att aeidic pH is critiea¡ly
depondent un tho presenee uf ateidie pitospitolipida,
wbich atffeet protein atructure, probatbly prcventing the
formation of largo aggregattes of protein.
Poalmonary searfactant ja a mixture of approximately 80%
phospholipids, 10% other lipida, asad 5—10% surfaetant-speciflc
* Thai work avas supported by Forado de Investigación Sanitaria de la
Seguridad Social Gr-ant FISSS 96/129(i. The cocts of pniblieationof blas
article avere defrayed ja part by tIte payment of page eharges. ‘Phis
article mmt tberefore be herohy rnarnrke.-d “aclvertisernent” te accordasace
with 18 11.8.0. Sectiora 1734 aolely tu indicate thai fact.
~ Tu whom rrrrr-respur¡dence shoulnl be addressed: Dept. of fliocherrris-
try arad Molecular Biology, Faculty of Bioto~r, Complutense tlraiveraity
uf Madrid, 28(141) Madrid, Spain. Tel.: 34-91-3944261; Fax: 34-91-
3944672; E-mail: casal~isolea.qnrirja.ucmn.es.
proteína that lineo the alveolar apace asad ‘a esaesatial br
breathing (fon rerloava, see Refo. 1—3). Tho alveolar typo II ceIl
lo the solo cdl type isa tite lung that produces a” componento of
pulmonar-y aurfactant. The surfactant apolipoproteino (SP-A,’
SP-E, and SP-C) and di of the aua-faetasat phoapholipids are
stored isatracellular)y in lamellar bodios and are seereted ita a
eomplex (4—7). The release of surfactant tu tite alveolar lumen
occura by exocytoais of lamellar budy cosatent isa response to
secretagogue atímulation (8, 9). Tite rogulated socretory pat-
way of tite type II ce’1 jo atypical because tite lamollar body nut
only funetiona ita a clasale secretory granule, but it also ínter-
secta with tite enducytic pathway (10, 11?>. Like the atorago
granules isa other secretor-y cello, larraehlar- boches haro ami aeidic
isaternal osaviros~ment (pH 5.5> (12) and high calciuna content,
bninging titeir intravesicular free Ca2> concentration to a 2-10
mas range (13). It la well rocognizod that during tite proceso of
secretury gr-anule formation, proteína of tite granule cuntent
are segrogated fruna proteína that are rolcased frorn the col1 by
tire constitutivo secrotory pathway. Morphologícal atudies isa-
dicate that sorting of nascent ooca-otory proteína into the regu-
lated versas constitutivo pathway occura in tite trana-Colgi
network (TGN) (14) aud in inamature oocretoiy granules (15).
Biochemical studioo iridicate that selectivo aggregatiosa of pro-
teína playa an irnportant role in sorting ofproteína dostined br
secretory granules (16—18). Thia protein aggregatiosa fo trig-
gea-cO <sa proteína encoenter mlldly itoidie pH arad higb calcium
in tiro TGN lumen. Constitutively secroted proteína do not
aggregate candor these jonie anO pH cenditiusas asad are ex-
cIudad fromn sucia aggregates (17, 18).
SP-A la tite major protein isa the alveolar eoanpartment (lot
revicwa, see Refo. 2, 3. and 19). It is a nanltifunctional protein
capablo ofbmnding several liganda including phosphulipids, car-
bulaydratea, asad Ca2, and it bolonga tu tite Ca2>-dependent
botín family. SP-A ia a largo oligomerie pr-oteAn of approxi-
mately 650 kfla, coraposed of 18 nearly identical subusaita.
Each SP-A oubusait containo asa amino-terminal collagen-like
domain and a carboxyl-terminal carbohydrate recognition do-
main that are linked by a more itydrophobie domain (saeck).
Near)y all alveolar SP-A la oomplexed wjth phospholípída. Tire
carbohydrate rocognition dumain asad tite saeck region are 1w-
portant proteir do,nains irivolved isa SP-AOipid irarteractiona
(20—22). The atroictural properties of SP-A and its interaction
avitir phoopholipids haro been atudied to date mainly ant neutral
pH. At tus pH, SP-A proferentially interacta with dipalmí-
toylphosphatidylcholine (DPPC) (23, 24), tite mitin surfactant
‘TIte abbreviatioras a,sed are: SP-A, -B, asad -U, soarfaetaont protein A,
B, ajad 0, respectively; ‘PON, trans-Ootgi aetwork DPPC, dipalmi-
toylphosphatidylcholine; DPPC, 1,2-dipalrnitoyl-srx-glyeero-3-phospho-
glycerol; PACE, pofyacrvlamido gel electrophore.sis; PC, 1,2-diaeyl-sn-
glyr.ero-3-phosphocholine; PO, 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phusphoglyeerot;
P
1,, poly<r.-proline 11)-type.
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lipid (1). The interaction of DPPC with SP-Aleada tu a confor-
mational chasage un tite protein molecule <24) asad a marked
protection of SP-A fi-om trypoirt degradation (25). The latente-
boa of SP-A wíth phoaphulípíd vesiclea induces vealcie aggre-
gation isa the preacace of Ca2 (25—27). SP-A also isaduces
aggregatiosa uf liposomea contaisaing SP-E ox- SP-tI or bobh lay-
drophubic proteína (27, 28). The asaociatiosa of SP-A with lipida
appears esaentíal fox- tite convorsiosa of lípíd aggregatea from
multilamellar fox-ms preaent isa tite exocytic granule tu dia-
peraed urdered arraya ksaowca ita tubular myelín (29). Thia
pbyaical tranaformatiosa also requires bbc hydrophobie surfite-
tant proteica SP-B (30). SP-A enhances adsorpbion of lipida
alung tite itir/liquid interface isa a concerted action wjbb SP-E
(31). ha addition, SP-A la invoived isa aurfaotant homeoataais (2,
3, 19) amid participatea isa lung-specitic hoat defense (32). Wibh
reapeet tu SP-A bioaynthetic roozting la alveolar type II celia,
tbe proteisa ja aysatheoizcd isa the endoplasmie reticulum and
transportod togethear- avitia tite precursora of hydrophobic sur.
factant proteisas SP-E arad SP-O through bbc same pathway
fr-orn Colgi ccrrnplex tu lamellar hodies (7). Ita corred r-outing
itad secretion ia independent of glycoaylation (6,33). SP-A isa
pruteisa rich in negatively charged amísao acida with iauelectric
poluta varying between pH 4.5 arad 5.2 (3, 27). The queation
Wc itddresa itere is avitetiter tite progre.soívr< decrease in pH
along bbc exocytic pathway could isafluence the atructure asad
tite ¡ipid bisading arad aggregation propertíes of SP-A.
Tite present atudy analyzea bbc atructural propertica ofSP-A
asad ita interactiosa witb phospholipids itt acidie pH isa tiar
presence asad abaesace of the hydrophobic aurfactasab proteina
SP-E and SP-C. We found that tite aecondary atructure of SP-A
avas changed lay lowerisag the pH asad thab tite protein under-
went a rapid aggregatiosa itt mildly acidic pH isa tbc presesace of
Ca24 , conditiona thougbt tu reaemble bbose existisag isa bbc TON
asad along bbc exocytie pathway. Tite binding of acidic bub saot
neutral veaiclea tu SP-A, ab acidie pH, itifected the acconditry
atrticture uf bbc pr-oteAn. Vesicle aggregation induced lay SP-A
ab acidie pH waa critically depesadesat un tIte preaence of nega-
tively charged phoapholipida isa the composition of tIte vesicle.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Isolatiora ufSP-A, SP-B, erad SP-C—Pnilanor,ary snirfactant was pre-
pared froraa pig brorachealveolax- Inoyage aros dearribed previously (34>.
SP-A aves purified Crom isolated aurlactasat vsirag cequential butanol
arad ortyl glucoside extraetioas (31). SP-B arad SP-C avere isolated di-
rertty from pig Iltraga by miniar modilieatiorts of the aaethod of Curstcdt
et al. <35) ilcarribed elseavhere (36>, TIte pauriby ofSP-A, SP-B, asad SP-O
was checked lay osae-dhnesasional SDS-PAGE (12 asad 16% arrylamide
fon Sp-A arad fon SP-B and SP-C, x-eapectively> urtiler rednaeing eoradi-
tiorta <50 mM dibbiotlareibol). Quasatifiratiosa of tite proteisas avas narried
<ant by amino acid analysis la a Bcrkman System 6300 h¡gb perfonm-
ance analyzer. The proteja Itydrolysis avas perfonned with 0.2 ml of 6 as
WC], ec,nbaisaing 111% (av/y) phesaól ira evacajated arad sealed tabes art
108’(7 fox- 24 h. Norleneine avas added to caris sample es esa iriteraití
standard. leí tIte o:ourse of thai work, eight dillereat preparation» of
porcine SP-A aud four preparationa of porciane SP-E aad SP-C avere
auscd. Sorne of bIte experimeats avere nepeateel avith raasine SP-A avith
idenbir,al reaults.
Cf) Mea,nrax-emerats’—.CD apectra avere olatairaed ea a, Jasro J-715 apee-
tropoJarirneter fatud with a 150-waLt xenun larsap. Qnaax-tz eells of 1-mm
path lengbh avere aused, arad tite spectra avere reteorded la the fax--uy
reglen <190—260 amI ab 50 am/misa acaraning apeed asad art room tem-
penature. Five amonas avere acenmulated airad averaged for carla apee-
trursa. The acquired apectra avere correctod by auhtractiaag tIte appropni-
ate htasak e-nata (of avaber ox- phosphotipid veside sotutiosas), suhjected be
raniare reductiora aaalyais aaad presonted as molar ellipticities
(degrees-em’~drraoL i), asanmiag 110 Da as tIte average molecular masa
pee- amino arid reaidue. AL leaat titree isadepesadesat preparabiona ofSP-A
avere measured. Final SP-A cenr.esabnatiora aves 80—100 gg/ml. Measnare-
mesaba ab aridie or neutral pH avere done iraS mM arratabe, 5 man TÑS/HCI
bulle,, pH 4.5 un 7.2, rceípcetively. pH titnartiora avara atartod aL neutral
pH ira 5 mM Tris, 5 bM MES, 5 mM metate bulter pH 7.2, la tIte
preserare en ahaerace of 5 esan CaCI,. Frvm tIte sbarbiag pH, SP-A seas
titrated bu pH 4.2 by tIte additjua, ufi—2’gl aliquota of0.05 un 0.1 ti ROl
solutien. Dnrioag titratiosa, the medium pH was rnoraitered avith a me-
cro-pH eleixtrode> TIte apectruma ofSP-A aL cmb pH avas recorded 10 mira
alter cmli chartge raf pH.
SP-A Seif-uggregatiora Assuy~ScllUaggregation of SP-A iradnrced by
avas atudied ab 37 ‘(7 lay mearrsnsrisag tIte rítange isa absorbanmere ab 36(1
ram arr a Bcckmara Dtt-640 spcctropliotomeber. l3oth sample aran reten-
erare enivettes avere Smb friled crida ti iaM acetarote, ti mM Veian/WCl bullen.
pH 4.5. ASter a 1.0-mira esiullibration aL 37 ‘b’., SP-A (20 ~rg/ml, final
cenrerabnativnl avas added bo Lhe sample cuvebbe, aatd bIte Lairbiditv
chasage at 360 raen aves mosaitored ab 1 -mire isatervals oven 10 mirí,
Selfaggregabior, of SP-A ‘vas reveraed lay shitting haek LIte pH bo 72.
pH-indurar] proleira aggaegativn aves riso debermioed lay c:cmatrifr,gatiurí
ant 12,000 x g ira a Hebbirta soicroliter centrifuge fon 15 ruin. TIte eratire
pclleb fractioras arad supennatasata avene biten seabjccted to SDS-t’AGE
arriden redncing roadibioras foltoaved by staiairag of tIte geta avitia Cuernas-
sic Bine. TIte: vaniatiura ofSP-A aggregabiura a» bbc pH seas redasced aves
atudied aL 37 47 isa bIse prestare vn tice absenre of 5 mM (la’’. Samplea
roratainisag SP-AtES gg) la 350 >cI of .5 mM TrisfH(7l, 5 a-rs MES, 5 mM
acataste bullen pH 72, creer tite-aten Lo tire in,dicated pH values lay
addirag 1 2 gí alaquota of 0.05 un 01.1 Nr HCI whilr, vortexiag. Duelrag
Litrabiora bbc medínaisa pH aves monitured. Tite absonhanee ab 36(1 aam
seas regists red Orare it seas stalailized alIar carIs cliange vi’ pH.
Praaporutcun of 1 rpici Vcsícír,’s erad Liposraraaes (iorrtuiraireg SP-li
arad/en SP (7 Syrrbbctic plaospholipids, DPPC, and l,2-dipalnÉboyl-ssrr-
glycenu4a pItesphoglvccnul (DPPC) avere punrhased from Avaabi Pulan
LÁpida <Berraeraglaamsa AL!, rrgg í,2-diacyl-a,r-glycere-S-plvraphoeiaoheer.r
(PCI airad 1 2 daaeyl snr-glycerri-3-piausphoglyrr:rol (PO) avene Inem
Sigma. noad bhear Itomvgeneity avara rorstisaeiy lesbed vn Lhira laymar cEne-
mabugaaplin> TIte orgarrir solvesata (raetliaronol asad rbtoroferm> naed bu
diasolve lipida arad bo isolate asad atoare itydruphoalaie suntVoebarat proteirsa
aviare high pr-maure liquiel chreasaratogx-apliy graede (Schax-laan, Barcelona,
Spairr(.
Thx-onaghout all experimeraLa, urailaeraetíar yeairles ofDPP(7, DPPG, en
DPPC/othen (7:3, se/aví avere nased. TIte diffr-:rcsat lipid vesicles avene
prepared ab a phospbolipid rorarentrabion of 1 en 3 mg/rial by Itydnabisag
dey lipid films jer a bullen crrntairrirag 150 asas NaCí, 0.1 mn EDTA, 25
mM Tris/Hill, 25 asan metate, pH 7.2 or 4.5, arad allowirag (lacia Lo saveil
fon 1 h ata bcrnperarrbrerc aboye Lhe pitase tranaritiora Lemperatiase uf bbc
cvn-espoadisag pbospholipid. Next, bhe lipid rlispersioo (1 inI) avara son-
irabed ab Lhe sasara bemperatune (bypically aboye 4,i3 ‘O) dnae-isag 2 misa aL
390 wabbs/cera’4 (latinaba of 0.6 a, 0.4 a betavecra hoarata) un a ISP 2008
sonifrer avitit a 2-mm microtip. AII vesmrlea avere prepared freahly cacE
day, jost hefere atrerbirag bbc, cxpeniseent. Thc pboapholipid curaceratra.
bien avas aaaesscd by plaesphoroar deberaaiaatiora aecordíag Lo Reonser et
cii. (37). Fox- vesiele-size asaalyaia la solubion, quasielasbir lighb scabber-
ingavas araed nc desenibed pneviovaly (24). Vesiele diasacter abS? llaves
135 rasas br DPPC vesiríes asad aronneod 60 ram for DPPC/DPPG (743, av/av)
yOsieleS.
Recosastitution of SP-E er SP-O ur bubis itydx-ophobic probeina isa
DPPC ox- DPPO/I)PPG (7:3, av/av) vesicles aves pcrforn-’ed as dearrilaed
previonsly (38) aL a proteimr:lipid rabio of cithen 1:10 un 1:2(1. Bniefly,
appropmiabe amoetrata of pItospkaolipids disaulved ira chloroforsn’rasebhanol
(2/1, y/y) avere maaixed avitit bbc dearired amounb of SP-E arad/ox- SP-tI
abored ira chloe-oferraa/n-rebhanol (2/1, y/y). Dey probeira/lipid samplea avere
Isydrabed isa LIje appropniate Imifer al cti -c ter 1 It crida or.caaioniarnl
mexmg. Sorairation avas dórte ab tIte same terraperature under roradibioras
describe»] aboye.
P/aosp/eulipid Buaadirag—The bindisag of SP-A tu phosphelipid vesicles
aL acidie: pH seas debennisaed by coflebation of pruteisa asad lipida asIlen
discuratiaa,enas searrose densiby gradieab ecsabx-ifugabiesa. SP-A (25 yg/ml
fanal rerneentratioa) avas addcd Lo 150 mM NaCí, 25 mM aceLabe buifer,
pH 4.5 seibe» en avitieeub 377 gre/mí phospholipid vesiclea. Tiara mixtnare
avas asarnabated durisag 15 mira aL reorer temperabure aud bitera cax-efully
placed ira a ruralnifuge Labe oves- a 1-ml caishiun of 30% saucroare ira Ihe
came boaffiar Ocotrifugatiosa aves cosadurted ab 25 ‘0 isa a Beelmían
SW-65 retor aL 129,000 x g for 2 It. Thc snpernaLamnts avere blaesa
tnaaasfenred bu r.osaeesatrating Luises (Millipere Mierocea 100®> arad ceo-
trifugated isa urder teelisairaabe calLa. The preserace ofSP-A in pelleL arad
snapersaarntasab fractiesas avas debennisacel by orae-dianensional SOS-PACE,
urader rednring corsditioraa. Phosplaulipid euiatesab ira boLIt fractieras ‘vas
asacaseol by plaos
1ahoe-us analysis (27). Control expenimerala avhenc tipo-
sumes ox-SP-A avere deleted II-em bbc iraenabatiora avere perfenmed. Aflen
cenbrifiagatiera, more tIsana 97% of phospItolipida avere recovered ira bIte
auperaabaat, asad ah SP-A sedimeated ira tIte ahiesace of plieapholipid
vesieles.
Plevsplevlipid Veaicle Aggreguti,sn Assoy—TIte assay aves penformed
15184
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Fíe, 1. Reversible pH-dependent <tange of secondatry strateture andself-aggregation uf SP-A. A, Far-ny circular diehe-eism apectra uf
SP-A. e, apectra of SP-A (0,08 mg/mI) isa 5 m~ acetabe, 5 mM ‘Pr-fc/Hill bullen, pH 7.2; h, apectra uf LIte pretein ira Lite aame bullen laut ab pH 4.5;
o, ajaectra el SP-A afler addiag NaOH Lo cliaaage pH frem 4.5 Lo 7.2. B, H~-induced self-aggregabiora of SP-A. Ira titai experimesat, sample aaaet
relenenee cuvebtes avere fax-st falled avitit 20 pg/ml SP-A ira 5 mal acetabe. 5 mM ‘Pria/HOI buifer, pH 7.2 be). Alber a 10-misa eejnallibratiora ab 37 ‘0
Hill seas added tu bIte sample cuvebte tu shilt tIte pH frem 7.2 bu 4,5. TIte turbidity chasage ab 360 sana wam moraitoned ab l-mira iratee-vala ever 20 mira
Ib>. Whr:rr bbc pH avaros ahifred laitria bu 7.2 by bIte additiesa of NaOH SP-A aggregatec complebely disaeciated (el. O, SP-A is pellebed by cemstrifugabion
ab acidie bub raot ab neutral pH. SP-A cvraeeratratiorr ial the assaya avas 8 gg/ml. a, ira 5 mM acetate, 5 mM ‘Pnis/HCI brillen, pH 7.2; 5, ira bIte same
bullen albor clsaeeglrag pH 1v 4.5: c, after bIte addibiera of NaOH be elsarage back pH be 7.2. Altar r.eabnifugatiera of bItese samples, tIte pelIebs (PI asad
tIte snapersaabasata (LS) avere subjected Lo SDS-PACE, asad bIte gel aves atairaed avitIs ileemnoasie Blue. Melecular masa mankers isa kfla are isadicated
be bite ,-ight of bIte gel. Ira A, R, arad It a represeratabive esae of loar expenimesata fI-orn four dilleresat pernine SP-A preparabioraa la abosen.
ab acidic ex- racutral pH by meaannirag tIte arobsorbasace aL 400 am isa a
Beeknaara lJ1J-640 speebrephvtemeter ab 37 0 es deacnilaed provieaasly
(251. Bm-iefly, plseapItoLipid vesictes <40 j¿g) avitia un withoub ItydnepItobic
proLe-ma avene added Lo botIt LIte sample arad tIte neli,neraee cuvette iia a
total velume of 0.5 ml of 150 mrrm NaCí, 0.1 mM ED’PA, 25 eirM Tris, 25
mit’ acetiatear lanifer, pH 7.2 or 4.5. Afiera 10-mies equitibratierra aL 37 47,
4 rara uf SP-A avere noelded Lo tIte sample cuvebbe, asad the charage un
uptical derssity ab 4t10 sam seas monibered ab 1-mira jextee-vala. Nexb, ila2~(1. enan er 50 gM, Itraití cuerc-eratnabiesa> sesos added bu bubIs bIte sasopte arad
Lhe o-eference eceeLLe, asead tiro chaesge ira abaurlsa,aeo ases muroitux-ed
agaara.
Praateose Digeartiera ufSP-A el Ac¿cliú pH—Te detee-mirte blae pretease
seasitivity of Iipid-fraaoa md mesastaraare-bouraeí SP-A, bIte esadrrprobeiraase
Ole-O fruen Stephy/eccrces cee-cas VB <Beelmninger Mararaho,im flmbH,
(er-many) avas esed. This serme pretease Itydnetyzes peptide ami ester
bosada apeniliealíy ab tIte earboxylie side ofGira ab 9114.0 en brabh (lía arrel
Mp ab pH 8.0—S.S. SP-A (6.7 gg) seas added Lo 150 mM NaCí, 25 mM
acetaste ho/llar, pH 4,5, edItor ira (he pe-caerece un abarraco uf 00 ~g of
plaosphelipiel vesielea prepared jet bIte Sanie bufler. Alten 10 misa of
irscabatiosa art 37 ‘0, 13.4 gg uf fneslaly prepaned en-Éyme soledosa <2:1
era-zyme/pnvtein, av/se> avene added. The Irraití iracnbatioes votume avas 110
pl. TIte mixture ayas iascasbaterl durirag 4 It ab 37 ‘0, aoci tIte digesbiun
avas atopped by freezirag bIte saneopíes ab • 20 ~C Samples seere asaalyzed
lay SDS-PAGE urader x-educing ceadibieras fulleaved by Westex-sa lalot
asaalyais uf SP-A arma described pnevioualy 139) because lIte electro-
pItonetie basad ofVS protease (80 —35 kDa) oventapped avibh tliab of SP-A
(28—36 kfla). TIte px-imary aratihedy aves kiradiy suppíied lay Dr, J A.
Wtaibsebb (Univeraiby el Cincinnati).
REStJLTS
Reversible pil-depondoní Chango uf Che Soeunda,y Strraetr¿ro
ufSP-A erad Aggrogaliun. of Che Prutoin—CD opectra uf SP-A ab
neutral asad acidic pH are abosen isa Fig. lA. At neutral pH,
apectra avere charactorized by a aheulder ab 220 nm asad a
atrong saegative extreme itt 207 sam ita px-eviouoly tepur-ted (24,
40). The chango of pH fx-om 7.2 te 4.5 lcd to a change in the
ishape ofSP-A apectruas asad maa-keed]y z-educed theoontribution
uf tbe 207-una mínimum to tbe opecte-una. TItia chango isa the
CD opectra of SP-A avas reversed sehen bbc pH seas chasaged
back bu 7.2. Osa the othex- hitad, pH-dependerat aggregabien of
SP-A avita atudied by meaauring 11 ¡ -isaduced tux-bidity changos
(Fig. iR>, arad tbe level of raggregatiusa avas determisaed by
cemstrifugation (Fig. 1C). SP-A rapidly aggregated itt pH 4.5,
asad ah of the protein seas recovered isa the pellet. Wben bbc pH
seas changed back te 7.2, the turbidity itt 360 nrn vaniobed arad
ah of SP-A seas recovered isa the supersaatasat fraetion, indieat-
isag thab pH-depesadesat aelf-aggregatiosa uf SP-A seita reversible.
TIte CD apectruna of SP-A ab pH 4.5 correaposaded tu the U’ -
isaducod aggregated forna of the proteisa. To determine whetber
proteisa aggregabion might affect OD meitaurementa, CD apee-
tra of SP-A itt pH 4.5 avere recorded ab different protein con-
ceratratiesas. No aigsaifacasab differencea avere oboerved in the
rango of 40—140 ~tg of SP-A/ras) boated.
Tbe estimation of secosadary ate-ucture fe-actiona of porcino
SP-A ab neutral aud acidie pH seas perforened by the SELCON
program (bhe aelf-conaiatcsat metbod) recently modifaed by
Sreerama and Woody (41). This prugrana determines the con-
tributiora of a-helix, ¡3-ote-ucture, f3-tux-ra, nad po¡y(u-prolino II)-
type (P
11) conformatiusa tu bbc apoctra of proteisas. Tbe Pr, con-
furmation lo a left-handed extended helix with tbree reaiduea
pee- burra and ja fa-vored isa prolísac-rich po¡ypeptídes due tu thc
lisasited conformatiorsal flexihiliby of the proline ring (41). Tho
P,1 conformation seas fousad isa colíagesa and ira ahorb segmento
of aonse globarlar probetas. According bo the SELCON prugraass,
poe-cine SP-A itt racute-al pH contaisaed 19% rr-hehix, 26%
~-oheeb, 25% f3-turn, 14% Pr< cosafonnation, asad 17% unordered
form. The self-aggregated SP-A ab pH 4.5 contaieaed 10% a-he-
lix, 39% (3-aheet, 22% fi-burra, 12% ~aucosaformatiosa, and 18%
unorder-ed form, iradicatirag bhat ab acidie PH bbc conterat of
13-sheet conformation isacreased arad that of a-hehix decrerased,
sebereas bhe contesab of P11 cosafurmation did not chasage.
SP-A Aggregation Increases as tire pHla Redu.ced: Thia Lifeel
la Greater ira Che Presonce of Ca
2~—Fig. 2~4 abos s bbc effect of
loseerisag pH un selt~asaociabion of the px-otein isa bbc preoence
asad abserace of 5 mM Oa2~. SP-A usaderwesat pH-dependent
aggregatiun ja bbc ahaesace of Ca2t Proteja aggx-egatiosa
abarbad ab pH belose 6.0 and reached a sasaximum value itt pH
4.5. ‘Dic ionizatíesa pRealcuíabed from Use plob of bho depesad-
ence of SP-A aggregatiosa un bbc pH seas 5.26 ±0.05. Isa the
presence of Ca2 a marked aggregatiosa occure-ed isa bbc pH
rango uf TUN (6—6.5) asad seas greater ita the pH seas reduced.
TIte ionizatiora pR calculabed in bbc px-osesace of Ca2 ¡ seas
5.55 1 0.15. Ab pH 4.5, protein aggx-egation seas raot influeraced
by Ca2 ¡ ita abosen in Pig. 2B. Ab neutral pH, self-associatiosa of
SP-A seas itbaolutely depesadent era 1-8 mar coracentrabiona of
Cita’ (25, 42). The Ca2 concentratiosa needed fox- balf-mitxjnaal
aelf-aggrcgatiusa of pig SP-A seao 2.36 ±0.15 metí (25).
The effecb of loseering pH on bbc CD apectra of SP-A wao
analyzed isa bbc aboesace (Fig. SA) arad bbc pí-caence (Fig. SR) of
Ca2*. Fig. SA ohosea a progresaive decrease of bbc raegative
ellipticiby itad a pe-ogreasive obifb of tho negativo maximum
from 207 to 209 nm ita bbc pH seras reduced. Corafor,nrrbional
analysis by bbc SELGON program indicated tbab bbc percesat-
c.c
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Fio. 2. SP-A self-aggregatión ja-
creasen as tbe pR is reduced. Tite ex-
perimesabaavere dorae aL 37 ‘Cas described
onder “Experimental Precedurea.” A, pH
bibrabiera started ab PH 7.2 ira 5 mM Tris.t1101, 5 mcm MES, 5 mas ar-etabe Ita-rOlar ti-
blier with or avibhvab 5 mc’ Oa2~. A nepre-
seratative orte olsoc ex
1aer-ieo»esaba ai »Iseavra.
‘Planee differeat px-epaaatiumss uf poncirae
SP-A avene used. B, cueerpanisora el bIte Id-
neties ofaelf-aaseciatiora ofSP-A ab pH 45
arad 7.2. A represesababíve urae ol loan ex-
perimeaba from Lavo differerab pone:isae
SP-A preparabiosas is ahusen.
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Fíe. 3. The seeóndsmy sbrucbure of
SP-A changos as the PR is reduced.
pH LibraLien experimesats avene perferased
as described ursder “Expee-imeratal Prece-
dures” anel atañed aL pH 7.2 isa 5 mM
‘Pnis/1-lCl, 5 mM MES, 5 rna, acetabe laullen
ira tite abserace (A) asad Lite preserace IB> of
5 aa5M Ca’’. bastís, elliptiribies ab 207 msa
uf porcisae SP-A as a fasaetiesa el pH. A
represeratative cite ef tItree expenimesaba
frees, bIsree diffenr»e»b penciate ST-A prepa-
rabiosas is sboavis.
190 210 230 250
Wavelength (nm>
age of u-helix pregreasively decreased (fruna 20 bu 8%> asad tbat
uf fl-sheet progressively iracreitaed (fr-orn 26 to 41%) witboub
aigsaifleitnt var-iatiun isa the cusatenb of ~sa asad unurdered cosa-
furratatiosa. Ora tite otber basad, fi-em data uf the ellipbieity ab 207
nm versas pH (Fig. SA, inset) see calculated a pKof 5.46± 0.1
for tbe H>-induced change of tlae CD apectruna of SP-A. Re
aimilarity bebsecen pK values calculated frotar, proteira aggrega-
biosa assays asad CD naeasurenaesabs supports bbc coracopt tbat
bbc cbasage of CD opectra of SP-A ita a funetion of bbe pH
reflecta the cusafurmabioraal change of SP-A ab diffee-osab levela uf
self-asaoeiatíon.
Fig. aB sbows the CD apectra of bbc Ca
2>-isaduced aggre-
gateO form uf SP-A itt neutral pH. Conformatiunal araalysia
esbintated 11% a-belix, 38% ¡3-sheet, 22% >3-turia, 12% ~ asad
18% uraurdered foren. Ca2> josas ab pH 7.0 seemed bu produce a
similar efTecb un bbc CD apectra ofSP-A aa that fousad fox- mildly
acidic pH isa bbe absence of Ca2>. Huseever, tite ciuangea isa bbe
CD apectra of SP-A at acidic pH avere eatirely reversible sehera
bbc pH seas siúticO back bo 7,0 (Fig. it bub bboae changea
produced by 5 mar tIra2> avere not rever-sed sehen tbe prutein
seas diasociated by tbe addition of EDTA (daba saob ahusen).
Whesa tbe pH of sanspíes contaisaisag Ca2 ¡ seas bitrated from 7.2
te belose 5.0, bbc saegative clliptivity seas reduced, and the
negativo maxinsusas progressively ahifted fe-orn 208 te 211 nm.
Tbe pH-depesadent change ufellipticity ab 207 mu, ahusen isa tbe
iraset of Fig. SR, asad bbc pH-dependenb mercase of SP-A itggre-
gation in the preserace of Ca2, abosen ira Fig. 2A, avene similae-.
SP-A-induced Lipid Aggregation—Fig. 4 ahuses liposume ag-
ge-egatiosa jadueed by SP-A ab neutral asad acidic pH. TIte addi-
tiosa of SP-A te acidio, vealelea (DPPC/DPPO orDPPC/PC) ab pH
4.5 ja tbe presence of EDTA resultad isa a markcd increase Ira
ligbb absorbasace due bo lipid aggregrabion. Light absorbasace
alighbly increased alIar tbc addibiosa of Ca2 Y Thia adoibional
rncrease seas completely reveraed hy addisag EDTA. Iaterest-
ingly, little orne change isa liglat abaunhanee seas obaerved altee-
bbe additiosa uf SP-A and Ca2> te DPPC ox- DPPC/PC vesicles,
iesdicating bhab SP-A-isaduced itggregation of neutral veniales
markedly decreased itt tbab acidie pH. Ira cuntrast, at neutral
PH» SP-A aggregated neutral resides isa bbc presesace of mitre-
molar- coneesabrabiona of Ca2’ (25). Oes bbc othex- basad, bbe
extenb uf aggregabiosa of disaburated pboapholipid vesicles
(DPPC ox- DPPC/DPPG), sehich ab 37 ‘tI avere in the gel abate»
seas higher tban bbab of unsaturated veaicles (DPPCIPC or
DPPC/PG), auppurting previcus resulta concenxisag bbc influ-
ence of tite pbyaical abate uf tbe resides un bbs precess (24).
Re effecb uf bbc iosaic sbresagtls un lipid aggregabion is ahusen
in Fig. 5-Ab lose or phyroiological iosaic atresagth, bbc aggregatiun
of DPPC ab pH 4.5 la vox-y lose. Tu roabure bbc exbent uf aggre-
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Fmi> 4. Vesicle aggregatiora taduced by SP-Ant acidie nad neutral pR. Neutral vesictes of DPPC en DPPO/PO <7:3, av/se) anel acidir vesicles
ufDPPC/T)PPC (7:3, se/avíen DPPC/PG (7:8.av/se) avere prepared ira 150 arnas NaCí, 0.1 mM ED’PA, 255aM acebabe, 25 mM Tris/Hill taller ab eibIten
pH 7.2 (0) or 4.5 Ci Sample arad refenence cuvebbes avere falled seibia phoepholipid vesicles (80 gg/mnl), asad albur a 10-nata eqnaitibratiora ab 37 ‘O,
5PA <3 jxg/anl> aras added bu Ilse sample coyetbv. =44pH 4.5 (Ci, vesicle aggregatiosa did aoL depead oms Oaa ioass asad abarbed apesa SP-A addibiora.
Ab iteutral pH (0), SP-A-iraemaced vesicle aggx-egatien depended vra tIte adilibiosa of 1 mcm Ca’>, Thece experinaemats avere aleo dorte wibh 50 rin free
Ca2» ab bobIt iseutral arad acidic pH wibIt iderrbieal resalís. Peían dillenesal preparatiersa ofpoe-cine SP-A arene resed, A ropreseatabive expee-iremerab laahosera.
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Fm. 5. Effeet of bbc jonie ctrength cama recicle aggregatiom, la-
daced by SP-A st acidie amad neatral pR. ioracente-ated ves/ele
arnspemrarene <3 mg/así) of DPPC, DPPC, arad DPPC/DPPC (7:3, av/se)
avere prepared isa 100 mcm NaCí, 0,1 mcm ROTA, 25 mcm acetate, 25 mcm
Tria/HCI taller -ab eltiter pH 7.2 (Ci en 4.5 <e). Vecicte roggregatiora
exper-mmeesbs avere dorae ab 37 47 nos deserihed under “Expee-issserabat
Pe-ocedrarrea,” Firoal eonce,nte-abiuoa ofplaeaplseii
1sida, SP-A, ariel free 05a ¡
seere 85 gg/sasl, 8.5 aig/rial, asad .50 gas, nespecbiveiy. Saansle bnrbidity seas
centisaaousty mosaitored ab 400 neo. ‘Phe NaCí concerabration sea» isa-
eneased ja the eeedmam by tIte additiosa of nepeabed arriatí aliqueba of a
cencesabrabed NaCí solasbiesa. The. absorlsasare ab 400 ram seas regiabered
esace it seas ababili-zed alter eacIt eliange uf NaCí corrrenbration. TIte
experimeerb síarted al a NaCí coacente-atiora of 2.7 mcm becarruse lipid
veas/les avere alseays prepared ini bIte presente of aalts, Resnlbs pre-
seerbed ane fr-una a nepreserabative uae uf tiar-ev experimente nrsisag three
dilfrnerab prepanabiosas of aaor-nisae SP-A.
gabion fonnd ab neutral pH, high lonie abresagth seas needod. Ab
pH 7.2, the aggregation of DPPC veas/les was indopendent of
jonie stresagth because ib occurred at very lose NaCí concentra-
bioras (2.7 atar). Huseever, bbc exberab of aggregatiosa seas en-
hasaced as the coracesate-ation of NaCí seas iracreased. isa bbc case
of DPPQ secaiclea ox- vesicles conbaining DPPG, bigber le-vela of
vesicle aggregabion occurred ab “ce-y lose lonie ste-esagth ab pH
4.5 bhan ab pH 7.2. Ab neutral pH, aggregatiusa of acídie vesielea
induced by SP-A seas abrogated ab very lose NaCí anO Ca
2
coracentratiorsa, prob bly due bo electrostatic repulsios betavoen
bbc saog-abive charge uf phoapholipida anO bhe asegabive sai-face
char-ge ura bbc protein (24). Huseever, itt pH 4.5, bbc prutunation
of carbuxyl groapa of SP-A would reduce bbc saegabive surface
claargc ura bbc prutein. Qn bbc office- baesd, aggregatiora of DPPG
vesieles itt pH 4.5 seas progressiveily decreased as NaCí cuncen-
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Feo, 6 SP-A-indueed aggre.gation of lipusomes eontainimsg
SP-li ancIlar SP-tI st acidie pIL l?ceuaarstitaartion of SP-B ve-SP-O un
lsobh bydrophebie probetas ira DPPC or OPPO/DPPG <7:8, av/se) vesiclee
seas penfornaed, as deacribed arader “Experimental Precedurea,” isa 150
mcm NaCí, 0.1 sasMEDTA, 25 mes acetato,, 25 ansi Tris/Hill baifer, pH 4.5.
Ves/cte aggnegabien exper-imesats avere performed as la Fig. 5. Firtal
coasceastrsbioss» of SP-A, phosplsolipimis, and Ca2> seere 7 gg/rnl, 70 gg/anI
asad 1 msa, x-eepectively. Tite SP-E un SP-Oto lipid seeiglib rabio seas 1t20.
The reeults diesen are frearsa a nepresesababive ene of bhree experimente.
Fear expea-imeaba using vesiclea cesabairxirag 10% (av/se) ofcitíser SP-B er
SP-tI avene alse perfornaed seibia ideatical resulta.
trabion isaereased, suggesting bhab tbe isaberactiun of SP-A wibh
DPPO ab acidic pH seas iosaogenic. Aggregatiora ofDPPC/DPPG
resides slightly decreased ita bbc ionie atreragtb increased due
te tbe presence of DPPC isa bbc ‘vesicle, selsieh ntight isaberact
with SP-A by hydreplaebic interactiona.
SP-A ja atareO inbracellularly ti acidie lameilar bodies bo-
getber seibb surfactant lipida and mature SP-B anO Sp-O (6, 7).
Ib seas of iraterest te determine whether tbe presesace of SP-B ur
SP-O ex- butb hydrophobic proteína modifled the Jipi0 aggrega-
tiusa activity of SP-A ab acidie PH- Thcrefore, SP-B ajad SP-C
‘ver-e roconstitubed isa DPPC ox- DPPC/DPPC vesicles (probeisa:
lipid weighb rabio, 1:20 er 1:10). DPPC itggregation isaduced by
SP-A seas easentimafly negligible ab pH 4.5 sebera DPPC veas/les
contained SP-B, SP-O, ox- a mixture uf both proteina (Fig. 6).
DPPtI/DPPG resides eitber seith sor wibhuub SP-B os- SP-O
naarkedly aggregated ab pH 4.5 upon bbc additiosa of SP-A isa a
Caatindependesab sa-sansaer, Aggregation of acidie resides cosa-
taisaing SP-ii or SP-tI ab acidie pH seas lsigher bisan liszt ab
neutral ysiI (daba saob ahusesa). Ves/cíes containisag SP-ii ox- a
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Fm. 7. SP-A-is~dueed aggregabioa uf DPPC vesieles with nr
without SP-Ro; SP-C as a funetion of pH. DPPC vnaieles seitia en
avitItoub SP-E en SP-O <pnobeira:lipid aveigIsb rabo, 1:10) avene prepar-ed io
150 mM NaCí, 0.1 nrsi ED’PA 25 mM acetair, 25 mM MES, 25 mM
Tris/ECL buffet -ab vanees pH values. Experiarrents avere done ni tIte
iradicated pH ab 37 ‘0 as decce-ibed before, TIte final burbidity rItarage ab
400 ram sIten tIte additien ofSP-A arad 1 mcm Ca2 is ahusen es a lasaebloesof pH. Recutts are frona a e-cpresentative une uf three expedmenta. Tau
diffeneest preparabiosas ofSP-A, SP-E arad SP-O avere orsed.
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Fío. 8. Effeet of the shlft of pHmoni 5.6 te 7.0 en SP-A4ndneed
aggregation of DPPC vesieles containing SP-B o; SP-El DPPO
vesicles <1 mg/mí)avere prepared seitia or avibitoub SP-E en SP-O (protsiss:
Lipid seeight nabie 1:10) ten 150 morA NaCL 0.1 oraM EDTA, ‘25 mes acoLite
25 mc» TrIs/ECl bufl’ee- aL pH 5.0. Saanple Lurbidiby aros a ceaseqaence of
íI)PPC aggregatiora at pH 5.0 seas moraiboned at 400 nm ab 37’0. Final
eonceestr-abiosas of SP-A, phesphuiipids, arad Ca2> avere 8 p,g/aasl, 80
gg/mI, anO 1 mcm, respecbively. TIte pH siafil fr-em 5.01v 7.0 seas done by
adding a armalí aliqaot of a coneeratrated solabiosa uf NaraOH, A/len pH
shift, bise chaaagnar ii-o tnnlsidity ab 400 sana seas monitored agaisa caer 10
mira, Values ano expnessed ita memos 1 S.D. uf feos- expeniss,erata,
naixture of both bydropbobic proteisas abuared leas aggregatiora
theta thuae vesiclea aribh SP-tI or aribhout proteiras.
Next, are analyzed bbc abiity of SP-A tu aggregate DPPC
resides itt various pH values (Fig. 7). DPPC aggregatiosa ita-
creased ita bbc pH was raised bu pH 7.0. Aggregation of DPPC
resides itt pH higher tbasa 5.0 aras dcpesadcsat ora bbc preserace
of Ca2> isosas. At the pH uf lamellar Isedies (about 5.5). SP-A
mediated aggregatien uf DPPC vesicles cuntaining SP-E ur a
mixture uf bydruphobic pruteisas (daba saob abosen) is luarer thasa
that found witb DPPC resides aiusae ox- cosataisaing SP-C.
Tu determine sehetber a rapid abift ofpH fr-orn 5.0 tu 7.0 avita
-sufficaesab tu raise bbe extent of DPPC aggregabion, ave per-
fornoed pH abati experiamnesats isa the preserace asad bbc absence of
Ca2>. Fig. 8 shewa that bise additiosa of NaOH bu a mixture of
SP-A asad DPPC resides corataisairag SP-E ox- SP-O resulted isa a
7-fuid mercase ofliposome aggregatiosa. The exbent of aggrega-
tiun afrer pH shift iracreased by 3-fuid fox- DPPC ~‘csicles aritis-
mit SP-E un SP-U. The presence of Ca3> joras aras aceded fox-
Fío. 9. tipid binding (A) and po-oLease serrsitivity (B) of SP-A ab
acidie pR. A, resallar pe-esesabed Itere are fnom vesicles ofDPPC/PC arad
DPPil/PC <7:3, av/se) ab 25’C. Sirnilaror resulta avere obbaieed freso ves-
irles of DPPC arad DPP(J/t)PPC (7:3, se/se) avibia en avibitunib SP-E arad
SP-O. Experimentar avere done es desenibed urader “Exper-Irneestal Pro-
cedures? la bhe ahaerace of lipida, SP-A sedimerabed, sed ah uf bbc
probeier seas nerovene.sl iii bIse peileb (P>. Aflen iracearbabioo of SP-A avibh
neutral un ae:idie vesielear moat of Lhe proteira seas necuver-erí ira bbc
sapcnraatanb (5) coflebatirag seibis lipids Molecular mar-leer-a ira kDa are
indicated bu bhe niglib of cisc Ooomassie Elue-stained SDS-PAGE gel. B,
SP-A (6.7 pg) seas digesbed avitIs endepnobeinase OÁu-C (13.5 <cg) ira tite
absence 1/arre 2) sed tite pr-eserae:e of 60 <cg ofDPPC recicles (laraaa3) en
DPPO/BPPC (2:3, se/se) vesmcles (¿ant 4) in 110 gí of 1.50 mcl NaCí, 25
mM acetate huifer, pH 4.5. A control (lene llaves e-un seith 8.7 <cg ofSP-A
seitIteub eradoprubeieese Ole-O. Weabee-sa hieL aesalysis fer SP-A seas dorie
as desenibed uartder “Expenimenlal Prucedures.” A represenlative ene of
foaze- expenierresaba is ahoavee.
bhiar reversiosa. Isa bbc absence uf Ca2>, bbc light acatbering seas
almoat negligible itt pH 5.0 arad after retibrabisag back bo pH 7.0
(daba rsub ahusen). Tiaese resulta suggesb thab pH changos are
accompanied by chasages isa bbc SP-AIDPPC iraberactioras, pe-ob-
abiy as a conaequence uf pH-depersdesab atructural changea bu
the SP-A asolecule, pH abift experianeraba avere aleo perfurnaed
wibh DPPC/DPPG resides seibb ox- avibboub SP-E asad SP-O, The
sl-rift of pH front 5,0 br, 7.0 reanlted isa a ansail buí signiilcitsat
decrease of bbc exbesat of aggregabiosa of bisese voasicles (daba saub
ahusen).
Lipid Bindirag anal Proteczae Sensitivity of Membrane-baund
SP-A—Wc raext inveabigated wbether bbc lose aggregatiosa ac-
titar-uy of SP-A vdth neutral resides itt acidie pH seas a conse-
quence of redueed abiliby uf SP-A bu birad DPPC vesicles ab tbia
pH. SP-A seas coineubated ab 25 ‘0 wibb cither DPPC/PC (7:3,
ar/ar) ox- DPPO/PG (7:3, av/ar) recicles ab pl-? 4.5, arad biradingaras
determined by aucrose derasiby gr-adiesab centrifugoabiosa ab tbe
sanie tennperatur-e. Fig. 9A ahuses thai enosí of the protein seas
recovered isa bbe supernabaeat euflobatisag aribb DPPC/PC rear-
cíes, Isa bbe absence oflipida, alí uf bbc pruteisa was r-ecovered ira
the pellet. Ab pH 4.5, SP-A hardly aggregated DPPtI/PC rear-
cíes ab eibber 37 ‘tI (Fig. 5) ce- 25 ‘0 (daba saob ahusen), hut ib
bound tu these resides bu nearly bbc saene exberat ita te
DPPC/PG resides (Fig. 9.4). Similar resulta avere ohbairaed seith
DPPC asad DPPCIDPPG. arhieb ab bbc temperarbure of bbc ex-
perimesab seere isa bbc gel abate. SP-A also bound tu DPPC
resides cosataisairsg SP-a sor SP-O (protoin:lipid weigbt rabio,
1:10).
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Fs~;. 10. Effeeb of DPPC atad DPPCJDPPG reMejes on circular
dicho-niara. spectra of SP-A st pR 4.5. SP-A <0.08 mg/ml final Cera-
centnabioes) seas added te ‘25 mM acetato bullen, pH 4.5, ira bhe absenee
(se/id /iee) erblae presenee of DPPC (das/eed fine) or DPPC/DPPC (7:3,
se/se ( vesicles (delIci lies> tlipid:proteia seeigItb rabio, 6:1K Circular
dielareism measanemerabs avere performed lO mira aften bIte SP-A aeidi-
bien as desenibed undvr “Expenimesataral Preredures.” CD specbna pr-e-
sented Itere are frueer a represcestabive erre of biareo vxpcnireeesbs avitia
diflenerat SP-A preíaanstiooss.
Tho pr-otease scsaaitiriby of SP-A bound bo either DPPC or
DPPC/DPPU morsabranea ab pH 4.5 seas abudied by meana of
esadoproteisaarrse Ciu-C fe-orn rS’. acreas VS, Immunohlot asaalysís
of SP-A afrer esadoproteinase Cía-O digestiora is abosen ira Fig.
98, DPPC/DPPG-bousad SP-A aras more prutected frona prote-
ase degradatiun tItan DPPC-bound SP-A, sehich ahoserad similar
suacepbibiliby tu pruteolyais ita lipid-free SP-A. The l,isading of
acidie vesicles tu SP-A may lead tu reduced acceasibility uf
endoprobeisaase Clu-C elcarage bar-geta located isa bbc domaisas
isa sehicia acidie phospiaclipida are bousad, Albernatirely, biae
redueed aoscepbibiliby bo protoaolyais of DPPO/DPPG-bound
SP-A orer- DPPC-bousad SP-A casa be a curasequesace of bbc
abiliby uf SP-A bu aggregabe acidie bub nub neutral vosicies ab
acidie pH, SP-A seould becomo more probected fe-orn pruteolysis
isa auch vesicle agge-egatea.
E//éct uf Ihe Lipid ea t/re Secendary Streetare of SP-A—Wc
asaalyzed bbc effccbof DPPC asad DPPO/DPPC un bbc CD apee-
bar-a uf SP-A ab pH 4,5 (Fig. 10). SP--A aras aelltaggregated ab bbis
pH ira bise absesaco of lipida asad baO a characteriabie CD apee-
bruna (Fig. 1), Tiare presente e>f DPPC vesicloas isa bbc nsediam
baO eso sigsaifacasab effecb ura bhe CD apectra of SP-A. Thus,
DPPC bound bu SP-A seithoub essodif9ing bbc secundar-y struc-
tune of H’ -isaduced aggregabed form of SP-A, Ira corabrasb, the
isateraction uf DPPC/DPPG ‘tesiclea aribb SP-A resulted isa a
chango ira bise CD apeebra ofbbc proteisa. Tbe negativo ellipticiby
itt bobb 207 asad 222 ram isacreased asad the raragabixe maxiasaum
setas sItj/leO fe-orn 209 bu 207 ‘un. Thcse riatangea tu bbc CD
apoctra uf SP-A rnighb be irabor-prebed ira berma uf a deerease uf
bbc self-aggregittion levol of thc protein ita a conaequence uf bbc
bindirag of SP-A tu acidie vosicles. TIte presesace of DPPC/DPPG
vesicíca isa the mediuno seuníd preresab proteisa self-aggregabiosa
prended lipid/protoin isatee-actiusas seere favored oree- probeisa/
proteisa interaebiona,
DISCIJSSLON
Ira exocrine, eradoerine» or saene-onal celIa, ibis secíl recognized
bbab bbee-c is a progreasive Oece-case isa pH along bbc exocybic
pathseay (14>. Se-vox-al lisaes of eniderace isadicabed thab bbc itt-id-
iticatiosa of bbc exocytic pabhseay could play a role isa the regu-
labiosa of sorting, br-ansport, or proteolybic processirag ofproteina
(16—18, 43, 44). TIte resulta pe-esented ira this paper situar titab
a progresaive decrease isa pH influencea bbc secundar-y sbruc-
bure asad lipid bieading asad aggregatiosa properties of SP-A.
pH-depenr.denf Self-aggregation uf SP-A——Ira this sbudy. seo
bayo fonsad that SP-A usaderguca self-agg-regatiosa ras bite pH ‘a
redaracod belose 60. Hoarever, therc- ja a rnax-ked aggregabion of
bbe probein ira bbc pH rasage of bbc TUN (6—65) seben Ca2’ la
added. Thia effect is groater as bhc pH ja redueed. There ja a
syraergy bebsecen H’ asad Ca2> en SP-A self-agge-egabion ira bbc
pH range of 5—6.5- Ca2 ¡ bits no cffecb un bhe self-aggregitbiosa of
bite prubein sebera bbc pH is reduced tuarar-d bbc isuolecbricpH of
SP-A. Self-itggregabiosa of bhe protein appcara tu be due bu
pH-isaduced cunformabiunal citarage of bbc proteira. Coraforma-
biuraal analysis froni CD apectra of SP-A ab varioua pH -values
isadicates bbab bbc percesatage of re-belis progresaively Oece-cases
asad tbat uf %3-sheeb isacreases ita bbc pH as redueed fe-orn 7.0 tu
4.7. The inca-case of >3-sbeeb cosabcnt cuazíd be asauciabed seith
pe-obein/proteisa isaberactiosas bbat occurred betarcera SP-A mole-
cuIca ab at1jdic pH.
Ibis of isaberest tu noto bhab probeina braversing the TUN arad
imarnature secretos-y grasaulea, bbc site of sorting cusasbibubire
fe-orn regulated pruteisas, aro exposed bu naildly acidic pH arad
higis cuncesabe-atiusas of tIa2~ iotas (14—16>. fle enaisabenasace of
an acidic pH asad itigh Ca2 ¡ anilieu in the TUN atad imnoature
sece-obuary granules is ksaoarsa tu be importasab for soee-cbury grasa-
arde foronabiosa. Sevee-al individual granule contesat proteina
fi-orn pituitary ve- adrenal citrumaifin granules under-go pH-do-
pendesat solf-aggregabiusa ¿a cite-o isa a 0a24-dependesab (adrenal
ge-anules> (17, 18) un Ca2 ¡ -isadependesab (pitrúbae-y ge-anules)
(18> arnasaner. Moreover, thesc protoisas casa Orine co-aggregatiusa
of obiter granule pe-obeiras bbab do saub bave the isaborcrat abiliby
tu self-aggregate. Huseevor, constitutirely acce-eted proteina do
saot co-aggregate seibia pituitary ox- cbrurnaifisa gr-anule cosatent
pruteiras (17, 18). The H4 asad Ca2 -depesadent aggregatiusa
proporty seema tu be tbe hallrnark of -vesiele proteisas of bbc
regulabed secretos-y pabbway, disbisaguiabing tbe regulabed se-
crotory proteina fr-orn other-a isa bhe TUN, Tbis could be bbc case
for SP-A. Wc auggest bhab bbc U> - asad Ca2 ¡ -deporadesat agge-e-
gabion pe-operty of SP-A, togetitee- wibb ita abiliby be birad tu
membranes, might be irnporbanb fox- bise, segrogabiosa of bhia
probeisa bu aecretue-y grasaulea. Althougb selectivo agge-cgabion
anal irabee-actiosa of probeisas aritb bbc rnearnbrasae of bise TUN are
importasat elernesaba ira bbe surting of probeisas, bbere is ceidence
bis-ab suggests tbab aggregabiun alosae la raot sufflcienb tu ensure
bite packaging ofah pa-oteisas isa secretor-y granules (45>. To dato,
sao sorbirag receptor itas beera cosaclusively idesatiflod, Hosecrer,
a putative receptor fue- cite-ornograsain3 may nob rocognize bbc
primary sequerace of bise proteisa, but a detex-noiraanb gesaerabed
by bigher order- atructure of bhe ,nulecule (45). Isateresbiragly, it
has been receratly reporteO that laurnasa pro-SP-8 cusataina se-
ce-ebory grasaule tae-gebisag determinasaba isa botb bite NH
2-tee-mi-
raití propeptide asad bbc mature peptido (46).
SP-A/Lipid Interoctiun—The sito sebere SP-A asad sua-fac-
tasab phoapholipids are fiar-st asaemblod is usaknusen, but ibis
thoughb be be isa bbe larsaellar body. Tite postulated achente of
formabiusa asad esalae-gemenb of lamellar bodios iranolres bulk
be-anafes- of pisuspholipida bhrough budding of -vesicles because
aysaexin asad obiser ansaexisas pronaube fusiosa of lipid vesieles
aribh lung laencilar bodies (47). This sbudy seas fbcused en tho
lipid bindisag asad lipid aggregatiora acbi’viby uf SP-A ab acidic pH
isa bbc preseraco anO absesace of SP-E asad SP-tI.
Ab pH 4.5, SP-A induces masaire aggrcgatiora of aeidic x-esi-
cíes eibher seith ox- arithout SP-E ex- SP-O or bobb proteisas. TIte
exbesab of aggregabion la higiter ab acidic titan ab neutral pH.
Efo-ati el a
1, (27) previously funsad hst SP-A ggregated a lipid
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exbract fa-ons surfiaetant st pH 4,4 ira blata ahaence uf Ca2’. Oea,
strikirag result are bave fousad is that SP-A poox-ly aggregatea
2’DPPC ox- DPPOIPC resides ab pH 4.5 isa bbc presesace uf Ca -
Inbercstingly, aggrcgatiora of DPPC vesicles cosataisaisag SP-E,
SP-tI, ox- bubis probeiras la abrugabed ab dais PH- Ab bbc pH of
larnellar bodies (appr-oxirnabely 5,5) SP-A-induced aggregation
of DPPC containing SP-B ox- a noixtureof botb proteiras ja ver-y
lose asad seas Ca2’ -depesadenb. A sbift of pH li-orn 5.0 tu 7,0
resulta ja a 7-Ibid hace-case uf DPPC aggregabiura arlacra Jipo-
somes cosabaisa sarfactitrsb hydropbobie pe-oteiras asad a 3-foid
isacrease fox- DEPO vesielea alorae, Titese resulta isadicate bbab 1)
aggregabiora of DPPC vesicles iraduced by SP-A stroragly de-
perada un pH, 2) Ca2 ¡ doca saob bayo tite sarne effect usa DPPC
aggregabiura ab acidic arad at neutral pH, asad 3) tIte effect of pH
en reside aggrogatiora is rencraible,
A posaible iraterpe-ebation uf bitese resulta areuld be that bbc
bindirag of SP-A tu DPPC ja also pI-l-dependenb, beisag match
luarer ab acidie bisasa ab neutral pH asad complete/y abrogatod ab
pH 4,5, sebosa resides cosataira the peaitÑcly ehar-ged ityde-opite-
bie proteisas. Howe’vex-, see sitose hero thab SP-A bisada tu neutral
resides ab pH 4,5 as secíl as it doca te acidie vosicíes. SP-A also
bisada tu DPPC’ liposomes, arbich curaba/sa SP-E ox- SP-O ab that
pH. These resulta auggesb thab DPPC binding tu SP-A asad
DPPC aggregatiora iraduced by tite proteies are distisact pro-
cosaca, seiticb prubably itave differ-esat requiroesaerata. Biradisag
asad aggx-egation ita distinct phesaornesaa hayo also beers de-
acribed ira McCox-anack el al. (22>. Ibis posaible tbat bhe biradirag
of acidic bub raot neutral vesiclos tu SP-A modifica bite proteisa
atructure ox- bite abate uf prutein aelf-aggregabiosa. We analyzed
tite e«ect uf DPPC asad DPPC/DPPU resides un the aecondax-y
sbrucbus-e of SP-A ab pH 4.5. Ab tisis pH, a]] ofbbc probein ja ira
tite aelf-aggregatcd fox-ni isa tite absesace of lipids, Tite inter-ac-
tion of DPPC resides witb SP-A undee- acidie eosadit juras does
raut itare asay effect ura bito CD apectra of bite probeisa, auggeatisag
tisat DPPC doca not modiú bbc sccunda’y ata-ucture of bite
self-aggregated fox-ns of SP-A. Isa coratrast, bite bindirag of DPPC/
DPPG resides tu SP-A resulta ira a ste-iking citarage of CD
apectra of SP-A toarard bite typical CD apectra uf tite nosaaggre-
gateO form of bbc probeta, These experiments suggest blarab bise
presence of DPPC/DPPG isa tite mediuna pe-everata bbc rapid
aggregation uf bite prubein iraduced by H>. Ibis posaible titab
lipidiprotein interactiona are favored oree- protein/pe-obeisa isa-
beractiuris ab ecidie pH prended bhab resides coraba/sa acidie
pitospitulipida. Wc ahuw itere tbat SP-A rnarkedly isabee-acta
aritit DPPG vesieles ab acidic pH rasad titat tite isateractiosa is
ionugeraic. Osa titeotiteritasad, SP-A massinely aggregabes acidic
resides ab acidic pH. Wc suggest itere bitat SP-A-iradueed ves-
ide aggregatiora requirea tite pe-uteisa tu be isa a raonaggregabed
forras, or ab Ieasb aritboub foranisag large pe-otein aggrcgates, Tisis
hypobhesia rnay explaisa arby SP-A binda tu raeubral vesicles but
pourly agge-egates titean, because bite amount of SP-A moloculea
awaiíable tu aggregabo liposomea is loar as tite pe-ubeisa ja fox-a-
irag large aggx-ogates, Tite idea titat bisadisag of SP-A bo DPPC/
DPPG but nob bu DPPC resides, ab acidic pH, rnigitt lead tu a
decrease of probein agge-ogabion is supported by epifluoreacerace
naarcroscopy atudies of fluorcscesat Texas Red-labelcd SP-A ad-
sorbed tu munolayers of cititee- DPPO or DPPC/DPPC
5 ab pH
4,5,2 Isa thoso experirnesaba, SP-A aras ferat injeebed isa tite aub-
pitase ab pH 4.5, anO titen tite munulayer aras fox-meO. Thex-e-
fox-e, SP-A seas aelf-aggregated before inberacbing seibit tite
rnunolayer uf pituapitolipida. Witis DPPC mosaoíayers, lar-ge ag-
gregates uf fluoreacent SP-A appear ab liquid cosadensed/liqotid
expasaded beuradary regiona, isadicabiesg bitat SP-A aggregates
2M. L. Ls-, Ruano, FC Nag, O, Casals, 4. Pérez-Gil, arad FC M. W.
Keoragh, unpublisiaed nesasíta.
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Pro, ti. Diagrannnatie representatiun of tise exocytic patlaway
of puhnonary surfaetao,t in type II celis. Ceo ter, bIte iratrarocellular
cumpaa-bmerabs involved íes pesbbnaraslablonal proeessirag arad seenebiora uf
surfaetarab apolipoproteina based rarpora previeos daLa (7, 44, 48), Right,
tIte interna! pH ofbite satsrelioiar cemparbmerabs of Liac exeeytie pabIt-
sesy (12, 14) arad pH of alveelan fluid. These subeellular nonapsrtmeats
are exposed te high eunceratrations uf calcirarm (13, 14, 161. TIte Ca2>
coracesabrabiesa in LIte alveolar liquid is in LIte 1-2 raoM rarage (25).
are segregated to tite lipid packing defecta la bite moraulayer. Isa
curatraat, arith DPPC/DPPU monolayer-s, al] fluorr-accsat SP-A
appeae-s exclusirely inte bbc 1/quid expanded pitase, asad no
aggregatea of fluorcscent SP-A are sobaco-ved.
Wc ajso rcporb tbab SP-A turniO bu DPPO/DPPU resides as
more proteeted freen endope-ubeisaaae Glu-tI degradatiora titan
SP-A botonO bu DPPO vesidea ox- lipid-1i-ee SP-A. Thia x-esulb cara
be explained by bite abiliby of SP-Ato induce sa-masivo aggrega-
tun of acidjc bub nob neutra] resides. SP-A rasolecules might
tbrrn bridges betareen vesicles anO beconac more pe-otected fe-om
degradatiora. Isa corabe-ast, lar-ge aggx-egatea of pe-obein bisad bu
DPPC resides ab acidic pH bat are nut ablo bu aggregate bite
Jipi0 asad z-e,nain more susceptible bo probeo]yaia,
Physiulogical .Tmplicotions—As ira uther exude-inc celia, bite
exucytic patitseay of type II della obuses a pr-ogresa/ve acidifica-
tiosa fi-orn bbc csadoplasmic reticulasan bu bite secx-etory lainellar
tedies (12, 14, 44» Bas-ed upen previsoras publiahed abuelitas bbc
exocytic patitseay uf surfactant componenta la schernatically
illustrated ira Fig. 11, SP-A bravela bugetiter- seitit tite precursora
of bite bydropbobic aurfhctanb prote/sas SP-E ariO SP-tI tbrough
tite sarne patbaray ti-om tite Gelgi cornplex tu lanaellar budies
(7), tite site aritere sux-factasat pituspitolipida asad surfacbaist
apulipoproteisas sasigitt be ¿ir-st asaembled, Tite iratracellular pH
gradient influentes tite puatte-anslabionaí prucessing of pr-u-
SP-tI (44) asad pro-SP-E (48>, whicb isanobzes iratraceííular pr-o-
beolysia of titese prubeina ira acidic subcellular compar-tments,
arsd tite packaging uf raese sysabbesized pitosphatidylcitolisae ira
lanaellar tedies (49). las cuntrast tu SP-E asad SP-O, no proteo-
lytic orerata oceur ira tite fornoabiosa uf SP-A exccpb fox- rernoval of
tite signal peptide, Hoavever, are foatrad titat bite aecondary
atructure of tite protciea, ita aggregabion atabe, asad ita isatex-ac-
blusa wibh lipids citange seitit tite prugresaive acidifocatiura uftite
mediuna, Oue- resulta suggest tbat II’- asad Ca2>-dependesat
aggregabion prepcrty of SP-A, togetites- aribit ita abiliby to bisad
tu membraraes, rnigitt be irnpurtasat fox- tite aorting uf SP-A tu
secretor-y granules. Once isa lamellar bodies, tite prescrace of
acidie pitoapisulipida isa bbc compositiun of titese or-ganellea
rnigitb be needed fue- aggregatiosa of membraraes induced by
SP-A because SP-Aitardly aggregabes neutral resides ab itt/dic
pH. Tisis aggregabion prucesa togetisce- witio biso ayeaergiatic
SP-A/SP-E fusiusa activity ab acidie pH (50) ceuld be isavolved ira
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tite foranation of cluaely packed siteeta uf lipida isa titese secre-
tos-y granules. In addition, bbc cbangea of SP-Aflipid intex-ac-
tiesas aritit pH sitift suggest titab tite citange fe-orn bite addic
lamellar body tu tite neutral alveolar subpitase could be a factur
inrulved isa tite reer-garaization of surfactasat material atier
seeretiosa.
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3. INTERACCIÓN SP-A/rnGAPÁs 3.5
DISCUSIÓN
A la vista de los resultados obtenidos
en el primer trabajo de este capítulo, po-
demos concluir que la agregación de vesí-
culas inducida por SP-A y la autoagrega-
ción de esta proteína dependientes de Ca2~
son procesos independientes. Esta conclu-
sión se apoya en que los requerimientos de
Ca2~ de ambos procesos (K
4c8
2+) son dis-
tintos, siendo necesarias concentraciones
mayores de Ca2’ para que se produzca la
autoagregación de la SP-A que para la
agregación lipídica inducida por estas
proteínas. Hay que destacar, no obstante,
que dichos procesos se han estudiado en
distintas condiciones de fuerza jónica tal y
como se viene haciendo en diversos labo-
ratorios. Así, la agregación de vesículas
lipídicas inducida por SP-A se estudia a
fuerza iónica fisiológica, haciéndose en
cambio la autoagregación de la proteína a
baja fuerza jónica (en el capftulo 5 de esta
tesis abordaremos de manera detallada el
efecto de la fuerza jónica del medio sobre
la autoagregación de la SP-A).
Teniendo en cuenta los estudios pre-
vios citados en la discusión del trabajo, se
podría proponer un modelo que se ajuste a
estos resultados. Según este modelo, la
unión de la SP-A en presencia de Ca=ta
vesículas lipidicas a través del dominio
CRD provocaría la agregación de las vesí-
culas por el simple hecho de que una mo-
lécula de proteína, al ser multimérica, es
capaz de unirse a varias vesículas, Esta
unión, además, podría provocar cambios
estructurales que disparen interacciones
proteína-proteína entre distintas moléculas
de SP-A, incrementando así aún más el
tamaño de los agregados. Esta autoagrega-
ción sería diferente de la que se produce
ante concentraciones de Ca2~ de orden
milimolar en ausencia de NaCí.
En el segundo trabajo de este capitulo
demostramos que la SP-A porcina experi-
menta autoagregación a valores de pH in-
feriores a 6, proceso que está relacionado
con cambios en su estructura secundaria.
Si además hay una concentración de Ca2~
de orden milimolar, la autoagregacián de
la proteína se produce a valores de pH ma-
yores. También hemos visto que la SP-A
induce, a pH ácido, la agregación de vesí-
culas que incluyen en su composición fos-
folípidos ácidos, pero no lo hace con vesí-
culas neutras, aunque sí se une a ellas. La
diferencia en la interacción con vesículas
ácidas y con vesículas neutras podría estar
relacionada con diferencias en la estructura
secundaria de la proteína. A pH ácido, la
SP-A parece tener una estructura más rica
en lámina I~ que a pH neutro, lo que favo-
recería las interacciones proteína-proteína
mduciendo así su autoagregación. Al unir-
se a vesículas ácidas en condiciones de pH
ácido la estructura secundaria de la SP-A
cambia, indicando que la autoagregación
de la proteína disminuye. En estas condi-
ciones, las interacciones lípido-proteína
predominan sobre las interacciones proteí-
na-proteína, permitiendo que cada molé-
cula de SP-A se una a varias vesículas (sin
implicar necesariamente la desagregación
total de la proteína), provocando así la
agregación de éstas. Las vesículas neutras,
por el contrario, son incapaces de inducir
este cambio en la estructura proteica, por
lo que la SP-A permanecería formando
grandes agregados proteicos donde cada
molécula tendría grandes dificultades para
mteraccionar con distintas vesículas a la
vez, si bien cada agregado proteico perma-
necería unido en conjunto a unas pocas
vesículas.
La agregación selectiva de SP-A con
el pH ligeramente ácido del trans-Golgi y
la presencia de Ca2~ podrían desempeñar
un papel importante en su segregación
hacia la ruta secretora regulada. Una vez
en los cuerpos lamelares, la presencia de
fosfolípidos ácidos sería necesaria para
que la SP-A induzca la agregación de
membranas que facilite el almacenamiento
3.INTízm-ic:cIÓN SP-A/BIc=wÁs
deIs urfactante, formando las estructuras
densamente apiladas de los cuerpos lame-
lares. Tras la secreción del contenido de
los cuerpos lamelares, el pH neutro de la
subfase acuosa provocaría alteraciones en
las interacciones lípido-proteína que po-
drían estar implicadas en la reorganizacián
del surfactante en el espacio extracelular.
3.6
4. INTERACCIÓN DE LA SP-A
CON MONOCAPAS LIPÍDICAS

4.INTÉRACC¡ÓÑ SP-A/MONOCAPAS 4.3
INTRODUCCIÓN
En el capitulo anterior estudiamos al-
gunos aspectos de la interacción de la SP-
A con bicapas lipídicas. Sin embargo, co-
mo se explicó en la introducción de esta
tesis, los lípidos del surfactante presentan
otras estructuras en las distintas etapas de
su ciclo metabólico. Por una parte está la
mielina tubular, cuya estructura (disposi-
ción de sus componentes moleculares) aún
no se conoce; y por otra está la monocapa
en la interfase aire/agua del alveolo, la cual
es aceptada mayoritariamente en la actua-
lidad como la estructura responsable de la
actividad superficial del surfactante pul-
inonar en el alveolo.
Estudios previos indican que la SP-A
estabiliza la monocapa del surfactante a
bajas tensiones superficiales, y facilita la
expulsión de lípidos distintos de DPPC
durante la compresión de la monocapa
(Schurch et al. 1992). Además, se ha ob-
servado que esta proteína es capaz de inte-
raccionar con monocapas de DPPC a pH
neutro y en ausencia de Ca2~ (Taneva el aL
1 995). Con estos antecedentes, nos propo-
nemos estudiar mediante microscopia de
epifluorescencia la interacción de SP-A
porcina con inonocapas de DPPC, así co-
mo la influencia de la presencia de fosfolí-
pidos ácidos (DPPG), presentes en el sur-
factante pulmonar, en esta interaccion.
El primer trabajo incluido en este ca-
pitulo aborda el estudio de esta interacción
a pH neutro, que es el PH de la subfase
acuosa en el alveolo pulmonar. En el se-
gundo trabajo el estudio se realizó a pH
ácido, teniendo en cuenta que el pH afecta
a la estructura, estado de agregación e inte-
racción de la SP-A con bicapas, según se
vio en el capítulo anterior.
BIBLIOGRAFIA
- Schiirch 5., ?ossmayer E., Chcng S., Ceckshutt
A.M. (1992). Pulmonai-y SP-A en-hances adsorp-
fien ami appears lo induce s-urfaec sordng of lipid
cxtracts of stnfaetant. Am. £ Phys¡oL 263: L210-
L218.
- Taneva S., MeEacbren T., Stewart .1., Keough
K.M.W. (1995). Puilmonary surfactant protein SP-
A with phospbolipids in spread tnonolayers at the
air-waterinterface. Riochemúary 34: 10279-10289.
1101Bophysreal .Journal Volume 74 March 1998 1101—1109
Diflerential Partitioning of Pulmonary Surfactant Protein SP-A into
Reg¡ons of Monalayers of DipalmitoylphosphatidylchOlifle and
Dipalmitoylphosphatidylchouifle/D¡PaImitOYIPhOSPhat¡dYIgIYCerOI
Miguel L. F. Ruano,* Kaushik Nag,t Lynri-Arine Worthmarl,t Cristina Casals,* Jesús Pérez-Gil,5 andKevin M. W. Keoughtt
Departmento de Bioquímica, Facultad de Biología, Universidad Complutense, 28040 Madrid, Spain, and the toepartrnent of
Biochemistry and l-Disoipline of Pediatrios, Memorial University of Newfoundland, St. .Johns, Newfoundland Al E 3X9, Canada
ABSTFiACT Ihe ir-,teraction of the pulrnonary surfactant prntein SP-A liuorescently tejed with Texas Red <TR-SP-A) with
r-nonalayers of d¡palmitoylphasphatidylcholíne (DPPC> aná DPPC/dipalmitoylphosphatidylglycerol 7:3 w/w has been investi-
gated. The morrolayers seere spread en aguecus subphases containing TR-SP-A. TR-SP-A interacted w¡th the manolayers of
DPPC te accumulate at the boundary regions between liquid condensad (LO> and liquid expanded (LE> phases. Sorne
IR-SP-A appeared in the LE phase but net irr the LO phase. At intern-,ediate surface prassures (10—20 rnN/ni), the protein
caused theoccurrence of more, smaller candensed derrra¡ns, and it appeared to be exciuded from the manolayers at surface
presaure in the range of 3O—40 mN/m. IR-SP-A interactien
different. The protein did not appear lo either LE ar LO but
distribution vísually similar to that of fluorescently labeled
abservations are cons¡stent with a selectivity of interactian
between LC and LE phase.
with DPPC/dipalmitoylphosphatidylglycerol manolayers was
only in large aggregates at the LO-LE boundary regions, a
cancanavalin A adsorbed ante monelayers of OPPC. Ihe
of SP-A with DPPO and for its accumulation ira baundaries
INTRODUCTION
Surfactant protein A (SP-A) is the majar pretein associated
wibh pulinonary smfactant, a complex lipid-protein material
that covers the alveolar surface, reduces te surface tension
of te air-liquid interface, atad facilitates respiratory me-
chanics. It is widely assumed that an interfacial phospho-
lipid menolayer erariclaed ita dipalniitoylphesphatidylcholine
(DPPC) is mainly responsible for te tensoactíve properties
of lung surfactant arad tat phesphatidylglycerol atad surfac-
tarat-asseciated proteins SP-A, SP-ls, atad SP-tI are also
required luí the formation and preper dynamics el te
sutfactarat menolayer ira te airseays (Keough, 1992; Kuroki
arad Voe!ker, 1994; Johansson cf al., 1994).
SP-A is a hydrophilic glyceprotein witb a monemene
molecular mass of 30-40 kDa (ltawgood atad Shiffer,
1991). lbs N-terminal moiety has a cellagera-like sequence,
whereas te (2-terminal portion is like a C-type lectira with
biradirag sites fer carbohydrates atad Ca2~ (White et al.,
1985; Drickamer. 1988). rhe native form of the pretein as
iselated from te alveolar spaces is assembled into a com-
plex oligemer ira which SP-A chaitas are organized in brim-
ers through coflagen-like triple-helices, atad six trimeis fearta
a bouquet-Iikc arraragement similar te that of te protein
(2lq frem te complement system (Voss et al.. 1988).
Studies ira vitre have shewn that SP-A irateracts with
surfactant phesphelipids arad glycesphingolipids beth ira bi-
layas arad immobilized en silica gel plates wit a selectivity
Receio’e-dhrpo¡lalicnllon A March >997 atadinfissol forno .5 Decenahs-r 1997.
Addrcss repn¡arat rcquests te Dr. Keviaa Keoaogla, Depar(naent of Bioclaemis-
(‘y, Mensonial Uasiversity nfNewfoundland, St iolsn’s Newfowadla,ad AIB
3X9, Canada.
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for interactien with DPP(2 and galactosylcerainide (King et
al., 1983; Kuroki atad Akino, 1991; Kureki et al., 1992;
Childs eX al., 1992; tIasais et al., 1993). SP-A induces
phesphelipid vesicle aggregatien ira te presence of tIa5.~
(King et al., >983; llawgood eX al., 1985; Ruano et al.,
1996). These lipid-binding activities mediate te participa-
tien of SP-A in precesses of surfactant metabolism ira te
alveolar spaces. SP-A, fui instance, is required fer te
getieration ir’ vitre of tubular myelin (Suzuki et al., 1989;
Williams eta1., 1991), a structure that has been nsseciated
with highly tensoactive surfactant preparatiotas. SP-A also
participates in te regulation of surfactant secretion into atad
cleararace from te alveolar spaces (Dobbs eX al., 1987;
Bates et al., 1994; Wright and Yeumans, 1995) and in
several activities associated wit alveolar defease against
patogeras (Van Uekle, 1995). In additiora, surfactant con-
taining SP-A is mere resistant tan surfactant witout SP-A
to te irahibition of surfactant activity induced by plasma
pretetas such as frbrinogen er albumin (tIeckshutt ct al.,
1990; Strayer t-t al., 1996>.
Although SP-A by ibselí is peor at accelerating the traras-
fer of surfactant phospholipids te the aír-liquid interface, it
augmcnts rapid formatien of phospholipid surface films in
ceoperation wit te hydruphobic surfactanb protesras SP-ls
atad SP-tI (Ilawgoed etal., 1987; Pisen etal., 1990; Scburch
et al., 1992). SP-A sccms also te stabilize te sutfactant
monolayer at lew surface pressures aud erahatace elimination
of nora-DPPtI lipids during cempressien (Schurch et al.,
1992). Korfhagen atad co-workers (1996) have shewn tat
SP-A knock-eut mice can breathe properly arad present
unaltered lung merphology atad ifitaction, suggesting tat
SP-A is not esserrtial for respiratory function at least ja the
perinatal stage. Ilewever, in tat study te miraimal surface
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tension of moraolayers fermed from material extracted frem
SP-A-detective lungs was higher tan that of surfactaxat
from contrui animaL. Taneva et al. (1995) have shown that
at pl-l 7.4 ira the abserace of Ca2 SP-A interacts atadperturbs pare DPPC monolayers, bat it shews complete
irnmiscibility witb raegativcly charged menelayers cern-
posed of l)PPC or a eombiraation of DPPC atad DPPG.
ita the present study we iravestigated te association of
SP-A frem the hypephasc with interfacial s’pread rnenolay-
ers of DPPC’ or DPPC/DFPG by epifluerescence rnrcres-
cepy (Pérez-Gil et al., 1992a; Nag and Keough, 1993; Nag
eX al., 1996b). Ihe use of fluorescently labeled proteins
allows for te analysis of interactions of a given preteira
-with dornains or rcgiens of te moraolayer (Grainger eX al.,
1990; Malency et al., 1995; Nag et al., 1996a).
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materiale
[¡pide, DPPC or [he aaaixture DPPC/DPPG (7:3, W/W), were mixed ita
chlnroforrn/aa,elhsasnl (3:1, val/vol), and 1 muí % of NI1D-PC aves in-
clodcd. Moo,olayers wear sprrad by depositing veay eriatail aliqeante of dic
clslnrnhsasss/aaaeth-aasnl solutiotas oza a subphase of 5 mM Tris-l-ICI, ph 7.4,
arad 150 mM NaCí wiíh nr withorar SP-A nr TR-SP-A. Alt subphases were
prepared witla dooblc distilled water. dae secotad distillatiota beitag flotas
diltote poatassion~ pernsang-aaaatc. Aher spreading of a motaolayer, [lic or-
ganie solvení wss alloaved ter evaporate liar mita. aaad. ita order tea tocilitate
SP-A adsnrpíion lo (he tair-liqotaid itaterface. use aarna,olayer was coropreseed
rapidly <707 rasaw2¡s) tota surthee preesrore nl lO nsN¡rn asad llaca expanded
again [o 0 oasNhss. Aher ta 1 -h peniod, wluich woold Isave allowed Ihr
peaaetratinta eaf [he protein rato rle gas nr gas-liquid cxpaaadc-d coexisterace
pisases (cg.. Msloncy el st., [995), Use snoasol-ayer etas cunapreseed set a
dow spced <20 mnf/s nr ata inicial rate erfO. 13 Á2¡tasnlecrulcjs> al 23 1W.
Al seleeted surfiace presboro-es, a video a-cenrding avas raaade for a 1-mita
period nfhotis NBD atad TR fluoresecrace try switching lloonesccxace folts-r
cno,abñsarioras, TSe osages roblaisaed avere staaiyzed with digital ¡tasage
proceshing osiog [AMA1.3 software (Jazadel Seictotifie, Sataa Raliscí. CA)
tas discoesed elseavisere (Nsg es al.. 1991; Pérez-Gil ct al., 1992a).
lIso video insages wc-re ohtaiacd wísh a CCI) esra,ers tíasí necords ir)
bíscia asad wh¡te llae risages presetated in Use Ograres have Secta false-
colored lo d¡splsy tlaem tas they appcan lo clac eyc ira <he tas¡croscopc.
Use phospisolipids, 1 ,2-dipalaasisoylphosphatidylcholiuae arad 1 ,2,dipalani-
toylplaosphaíidylglycerol <DPPG) avere porchased ftom Sigma Chetasical
Co. <St. Inois, MO>. Thc flooreseeaat lipid probo l-paltasitoyl-l-{ 1
tailr-ea-2-- 1 3-beraznxndiznlc- l-yl )sraaitao]dodceataoyl}phosplaatidylelanlirae
(NBD-PC) etas frons Acatad Pnlar Lipids <Binaaitaghaaa, AIJ. risc flhaores-
cenl-lsbeling chearaical solforhodaraaitae lOt sollboyl ehioride. Texas
Reo1ta (TR), was obtaiaaed frotas Moalecrolan Probes [rae.(Eugerac. OR), tas
wss Texas Red-laheled eoaeataavslira A <TR-conA). Chionofotan atad meda-
anol avere IIPLC grade solveasta fron, Fisiser Seicotifre Co. (Ottawa, eN),
atad Ml ocher retagenis etere asaalytictal grade clicasaicals frotas Merck (Danss-
stedt. Gcrswsrss 1-
Isolation and Label¡ng of SP-A
Seorfaeltoras protein A etas purilied froan poltasoasaay seorlhetarat prepared
froaas poncirie brotachoalveolar lavage tas previously described <Casals es al.,
1989) by seqaseratial butarsol atad oety¡glercnside extraetioras (Casals cl al.,
1993) atad itoned al -- - 200C isa snlutions ial 5 tasM Tris-HCI boifer, pI1 7.4.
Ponity of tSe protein preparatiotas etas rootioo=lyclaeckcd by sodiwas dode-
cyl suífale-polytacsylamide gel eleesTopisoresis smder sedneing corodiliotas
folloeted by Cnorasassic Bine staininga. Sr-A etas quarseitated by asnino acial
atoa]ysis afterisydrolysis nf proteira sanaples ita 0.2 nsl of 6 M HCI cotatairs-
iag 0 H4 <av/e) plaenol lo ceacuased atad ocaled [ubesal 108’C liar 24 la,
folloeted by arstalysis ira a Beehaisata Syslctas 6300 higls per-fnraaaarrce tamarao
asid analyxer.
Fluoresccratly labeled SP-A etas prepared tas fnlloets. Solotioras cafSP-A
lo 5 assM Tris-MCI huffen coataiairg 300—500 gg ofprotein avere adjosted
<o ph 8.0 by addilism nf 50 mM Tris, pl! 8.3. The Iabcliag retaetion etas
ssarted by Ihe additiora nf 1 rssM fR ira metiataisol lo a fitatal SP-A/FR ratio
of 5—6:1 (rasol/mol). Tlac rasixtore etas incohated llar 90 mita ita dsrka,ess al
anuras tensperatore atad [lacasexhsostively dialyzed againsí 5 nsM Tais-HCI.
pl! 74, <o retasnee otareacted fl,aearesceaat rcagent.
Activily of labeled IR-SP-A compared with thaI of tSe native proscias
avas assaycd by teslisag te abil¡ly lo induce aggregstion nfDPPC vesicles
ita [he presetace of Ca2 al 3PC tas desenihed elseaviacre íRotasoo el al.,
1996).
Epifluorescence Experiments
Soarfioce prcsseore-taa-ea aneasureassetats aasd rasienoscopic observatiotas nf
pliospisolipid morsolaycrs avere perfonmed nra ara epiflotaerescetace ratero-
seopie sorface balance, [lic eoaaslroetion tarsd operatiora ofavisicla loase beeai
described elsewisere (Nag cl sal.. 1990; 19911. To forro tasoraolayers. [Sc
RESULTS
Fig. 1 shows (2~2 -depcraderat DPPC vesicle aggrcgation
induced by taativc SP-A and TR-SP-A prepared urider two
different coraditions. lncubation of SP-A wit TR under
mild conditiorrs’, 90 mira at room temperature asad pl! 8.0,
0.08
c
o
o
u,
.0
co
<u
a>
di
o,
o,
0%
o 06-
0.04 -
C22
o
eo
e
o
0.02 -
0.00
y
y
y O
y
SP-A
TR-SPA (90’, 20>
y TR-SPA (llh, 4)
5 1
0 10 20 30 40 50
time (miii>
FIGURE 1 Aggmgatinoa of DPPC vesicles itaduced hy ratative tarad TR-
labeled SP-A ial [he presence of Ca2. DL>PC vesicle suspzaasions (1ro
Sasssple asad Refereasce Cuveltes). ratative SP-A (Sarasple covecte, e-/osma>
e-e-e-ko) sar labeled TR-SP-A (Sarasple cuveete, o~sen srm/ro/e), tarad Ca2’
(Sasrapte arad Refererace cuvettes) etene seqoenlially addcd te 0.5 tasi nf
bullen of 5 raM lnis-1[CI, pH 7.4, 150 mM NaCí, amad 0.5 mM ECoTA ita
Sanaple arad Refencrace cravettcs as designated. Tíse aggrcgatiors assay etas
stanted <en-ovo’) by Ihe addition of Cat+ - Firatal eoneentr.stiotas nf lipid,
SP-A. atad Os2 avere 85 <eg/aaai, 8 gg!rasj, arad 1 mM, rcspcctivcly. Teto
diffcretat tE-SrA balehes avere assayed, ““e labeled al 200C ¡tsr 90 rasin
<npe~o ss,-c/s-s), a,sd dic otisen labeled fon 17 is al 40C (open trias-rg/s-v).
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yielded a labeled proteira with vesicle-aggregatitag activity
similar to that of raative SP-A. Qn sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrephoresis under reducitag condi-
tiens, this modified protein showcd a main fluorescent batid
centered at 35 kDa similar te that of native SP-A (data raot
shewn). Iracubatiora of SP-A with IR fer 17 h at 40Cproduced a modifoed preteita with higher fluorescence as
observed in electrephoresis gels but havitag a lower ability
te induce aggregation of DPPC vesicles (Ng. 1, closed
triangles). Ris decrease in activity is possibly because of
structural alteratioras ira SP-A caused by extensive addition
of probe molecules te amine groups of te proteira. Ihe
milder conditiens were selected to prepare fluorcscent IR-
SP-A fer additienal experiments. After exhaustive dialysis,
spectroscopic measurements of tbe IR-SP-A samples pre-
pared ira this way yielded ara estimate of incorperation of
around 0.4 moles of probe per mole of preteita menomer.
Fig. 2 shows the surface pressure - - aiea per tnolecule
(11-A) isotherms of DPPC moraolayers spread on subphases
cerataining different coracentrations of IR-SP-A. Ihe iso-
therms showed that increasing concentratietas of te pretein
in the subphase caused a progressive expansiora of te
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interfacial DPP(2 film, suggesting that the proteita is occu-
pyitag sorne space ira te iraterface, or, at least it is irateracting
witla te phospholipid monolayer sutYíciently to perturb te
usual lipid packing. Ml of te monolayers showed LE
(liquid exparaded) to LC (liquid cendensed) transitioras as
deduced from te plateau regiofis ofte isotherms at surface
pressures ira the range of 7—9 mN/m. Ilae effectofTR-SP-A
era te H-A isoterms of DPPC was qualitatively arad quan-
titatively similar te te effect of native SP-A (data not
shewn) and analegeus te te effect of native SP-A in
DPPC/SP-A monolayers spread from selvents (Taneva et
al., 1995).
Microscopic observatioras of monolayers of DPPC? con-
taining 1 mol % NHD-PtI, ira te absence arad in the pres-
erace of IR-SP-A, showed typical LE-LtI coexisterace re-
gioras consistíng of dark LC regioras cxcluditag te
fluorescerat probe and bright greera areas of LE phase similar
te tose previously observed ira lipid asad lipid/protein
monolayers (Nag et al., 1991; Pérez-Gil et al., 1992a; Nag
etal., 1 996a; 1 996b). The transitien of a menolayer frem LE
te LtI phase upen compression can be quantitatively de-
~1e
., 25
~ 20
15
II 5
— 40
ES
‘.~ 600
—E
o
.11-of g 400
0e
.4
~ 200
400
>0
e
‘O
e
-t
~. 80
‘0e
• 60c
~3 40-
20--
10 15 20 25
10 20 30 40 50 60 70
Surface Preesure (mNim)
FIGURE 2 (Lefi) Typicral U-A isollaes-rsss of DPPC monotayers conta¡nioig 1 muí 14 NBD-PC sprctad oms sobplaases of 150 rasM NaCí, 5 mM Tnis-HCI,
pH 7.4, cotatsiraitag tite itasdiested araaoomsts of TR-SP-A. (Rm)~/rt) Qusratilative aasalysis of [hecifeel ofTR-SP-A oms tite comaderasatinra of DPPC raaoosolayers
coralaitaitag 1 mol 14 NBD-PC nbserved durirag compressioms. Depemadenoce of the average asca (b), rawaabcr oflise cotaderosed donaitas (e), atad tolal pereemal
of coradensed (pmbc-exeludíng) tarea (eh ura tite surface po-esture (II) it plolled for diffcrerat proteira conecratralions ira lise subphasc. Data are given tasi ±
SO for ,a -‘ 10 imaitages. Whcrc calor bars are nos shn~s thcy are wilhira <he symb<ml size,
d
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described as erre of the cerasequences of lipid/pretein irater-
actioras ira te monolayer (Pérez-Gil et al., 1 992a; Nag eta).,
1996a; 1996b). At surface pressures bctween 5 asad 30
mN/m, te fluorescente from IR-SP-A shewed that it as-
sociated with te fluid phase arad te condensed/fluid
beundaries of te monolayer. Ihree difYerent regiona ita te
meraolayer can be defíraed accerdirag te te average interasity
of fluorescerace coming frorra IR-SP-A (Ng. 3, Ato (2). LtI
regioras essentially lack any IR-SP-A fluorescente, sug-
gesting cither that SP-A does raet associate directly with
DPPE? in LC phase or that IR-SP-A fluoreseerace is rrot
accessible ira the micrescope when the proteira is associated
wit te tightly packcd headgroups of DPP(2 conderased
domañas. LE regioras (tose showing NBD fluorescence)
had homogenecus IR-SP-A fluerescence iratensity, suggest-
ira5 a regular distribution of SP-A ira te fluid areas of te
monolayer. Firaally, ara intense ring of IR fluorescerace
sunouraded the DPPtI coraderased domríiras ira te boundaries
between LC arad LE regioras. As te pressures increased, te
IR fluorescente that accumulated at te beirradaries de-
creased (Fig. 3 A). Quantitative analysis of te IR fluores-
cence iratc-rasity of te differcnt regioras of thc moraelaycr
(Fig. 3 D) suggests that te average IR-SP-A fluorescente
of te LC-LE boandaries converged to tite fluorescente
iraterasity of te LE areas at surface pressures aboye 20
mN/m. At tis prcssure, however, te total amount of LE
phase in DPP(2 monolayers is relatively small (Nag et al.,
1991; Pérez-Gil eta)., 1992a).
The effect of IR-SP-A era DPP(2IDPPG (7:3, w/w)
moraolayers is shewn ira Fig. 4. Fig. 4 A shows typical II-A
isotherms of moraelayers of DPP(2/DPPG (7:3, w/w) cora-
taining 1 mel % NBD-PtI spread era subphases coratairaing 0,
0.06, 0.13, and 0.26 gg/rn> of IR-SP-A. Viese isotherms
are somewhat similar te tose obtained for pure DPPC and
DPPtI¡TR-SP-A systems with LE-LC plateaus alse ira te
rarage 6—9 mN/m. lite fluorescente comning from te lipid
prebe, however, showed a differerat effect of SP-A era
DPPC/DPPG compared wit te effect of SP-A oía DPP(2
moraolayers. IR-SP-A did nothave any sigraificanteffect en
te number arad size of conderased domairas oí te percerat-
age of total conderasedpitase of DPPC/DPPGmoraolayers at
aray surface pressure. lite distributien of IR-SP-A ira tese
phospbatidylglycerel-corrtainirag monolayers was also dif-
fererat frem that observed fer te protein ira moraolayers of
DPPC/DPPG (7:3>
TR-SPA(flmL>
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FIGURE 4 (A) lypíeal II-A ioo<hcnms of DPPC/DPPG (7:3, etlw) rnoraolayers corata¡noiaag t rasol 14 NBD-PC spread era stobplsosses 150 mM NaCí, 5 nÚvl
Tnis-HCI. pH 7.4. enralaiasirag tite itadicaled arneunto of TR-SP-A. Niomber (B) arad average ares (Cl of [heconderased doraaairas arad [hepercerat of lotsal
enradensed ares iD) are plotted agsirast soarface presatare (U) for vwioos proteira coraceaslr-atioras ita Ihe subplaase. Valoco are k 1 SD fnr e = [Oimages. Error
bars raní ohoetra are witisira Ihe symbol sizes.
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DPPC alone. In DPPC/DPPG monolayers, TR-SP-A was 
located in discrete aggregates of sizes in the range of 5-10 
q at nearly al1 surface pressures of the isotherm (Fig. 5). 
Almost no TR fluorescente could be detected in either LC 
domains or LE regions. The fluorescent protein aggregates 
were also preferentially located at the boundaries between 
LC and LE regions as deduced Com the comparison of 
images taken fkom both NBD and TR filters (Fig. 5). 
To determine if the distribution of SP-A in phospholipid 
monolayers is specifíc for this protein, we studied the dis- 
tribution of another fluorescently labeled glycoprotein, TR- 
concanavalin A, in DPPC monolayers. Concanavahn A, a 
tetrameric glycoprotein with a molecular mass of 104 kDa 
has lectin activity as does SP-A, but to our knowledge it is 
not a lipid-binding protein. Fig. 6 shows typical images 
obtained fkom DPPC monolayers spread on a subphase 
containing TR-conA at 0.26 kg/ml. Protein Buorescence 
fi-om these monolayers indicated that the protein formed 
aggregates similar in size and shape to those formed by 
SP-A in DPPC/DPPG monolayers. Homogeneously distrib- 
uted protein fluorescente was not detected in either LC or 
LE regions. The fluorescent protein patches also showed 
some preferente for distribution next to the borders of the LC 
domains, although this preferente seemed to be less striking 
than in the case of SP-A in DPPC/DPPG monolayers. 
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DISCUSSION 
These experiments demonstrate that SP-A in the hypophase 
can interact and associate with interfacial monolayers 
formed with the main surfactant phospholipid DPPC. The 
observed association of SP-A with the monolayer could be 
a consequence of the intrinsic affinity of the protein to 
interact with lipids, especially DPPC, as previously demon- 
strated with phospholipid vesicles (King et al., 1983; Casals 
et al., 1993) or immobilized lipids on silica gel plates or on 
plastic (Kuroki and Akino, 1991; Kuroki et al., 1992; Childs 
et al., 1992). 
The presente of SP-A in monolayers of DPPC produced 
similar perturbations in the condensation of the monolayer 
under compression as those described for other proteins, for 
instance SP-C (Pérez-Gil et al., 1992a). The magnitude of 
the perturbation caused by SP-A appears relatively small on 
the basis of mass of protein but could be significant on the 
basis of the molar amount of protein associated with the 
monolayer in comparison with a smaller protein such as 
SP-C (Pérez-Gil et al., 1992a). As discussed previously 
(Pérez-Gil et al., 1992a), the influente of the protein to 
produce more smaller-condensed domains than are seen in 
the pure lipid likely reflects a compromise of forces be- 
tween the perturbing influente of protem in the monolayers 
40 60 80 100 
Mean Areai/Mokcule (A2/mlc.) 
NBD fllter (520 nm) TR fllter (590 nm) 
FIGURE 5 lsothenns (kfr) and typical images (righf) obtained fiwn a DPPUDPPG (7:3, w/w) monolayer containing 1 mal % NBD-PC spread on a 
subphase containing 0.13 p&nl of TR-SP-A. lmages were recorded through filters selecting fluorescente coming either fmm NBD-PC or TR-SP-A 
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NEO filter (520 nm] TR filter (590 nm) also reposes in LE regions of spread phospholipid mono- 
layers (Nag et al., 1997). The results presented here show 
that SP-A is present in LE fluid regions of DPPC monolay- 
ers, and it accumulates close to the boundaries between LE 
and LC domains. Two possible mechanisms could be sug- 
gested for this distribution: 1) preferential interaction of 
SP-A with the monolayer in packing defects at the LC-LE 
boundaries followed by diffusion of the protein to the fluid 
regions or 2) direct interaction of SP-A with the lipids in the 
fluid LE regions and subsequent segregation and accumu- 
lation of protein at the LE-LC boundaries. Given that TR- 
SP-A was not observed in the monolayers at very low 
surface pressures, alternative 1) seems more likely. The fact 
that the accumulation of SP-A at the LC-LE boundaries in 
DPPC monolayers decreases with the extent of compression 
is most likely because of exclusion of the protein toward the 
hypophase. It could be possible that some protein denatur- 
ation leads to accumulations at the phase boundaries but we 
note also that active phospholipase A, accumulates and acts 
boundaries (Grainger et al., 1990). 
ffect of SP-A in DPPCIDPPG monolayers 
compared with that seen in DPPC monolay 
is di 
lers. 
ffer- 
The 
FIGURE 6 Typml anages obtamed from a DPPC monolayer contammg 
1 mal ‘?? NBD-PC spread on a subphase containmg 0.26 &nll of TR-conA 
at the mdicated surface preasures. Images were recorded through filters 
selectmg fluorescente coming either fiom NBD-PC or TR-conA. 
resisting condensation and the increasing applied pressure 
that promotes that condensation. The perturbing influente 
of SP-A is seen only in the range of 7~ of about 5-30 mN/m 
(Fig. 2). Above that pressure, SP-A is primarily squeezed- 
out of DPPC monolayers (Taneva et al., 1995) or into small 
residual SP-A aggregates in or near the surface (Fig. 2). lt is 
possible that al1 the proteins with ability to interact with 
phospholipids in monolayers will show similar effects on 
the condensation. In terms of its preferential accumulation 
at the boundaries of LC domains, however, SP-A is dramat- 
ically different from SP-C, for example, which shows uni- 
form distribution in the LE phase. 
SP-A is a water-soluble protein that can interact with 
selected lipids. Some of the work on the visual properties of 
interactions between water soluble protein and monolayer 
films has been summarized in Ahlers et al. (1990) and 
Mohwald (1990). For example, a fluorescently labeled an- 
alog of pancreatic phospholipase A, showed selective asso- 
ciation with solid phase domains in DPPC monolayers, 
especially the edges of the solid domains (Grainger et al., 
1990). A fluorescent analogue of the hydrophobic surfactant 
protein SP-C inserts into the fluid LE regions of DPPC and 
DPPUDPPG monolayers (Nag et al., 1996a), consistent 
with exclusion from gel phase domains of different phos- 
pholipid bilayers (Horowitz et al., 1993; Horowitz, 1995). 
Fluorescently labeled SP-B, also a hydrophobic protein, 
protein showed almost no effect on the condensation pa- 
rameters of DPPCIDPPG monolayers. Homogeneous TR- 
SP-A fluorescente was not detectable in LE regions, but 
discrete patches close to the LE-LC boundaries were ob- 
served. This would be consistent with very little or no 
interaction of SP-A with negatively-charged monolayers. 
Similar differential behavior of SP-A was found in solvent- 
spread monolayers of DPPC and DPPUDPPG (Taneva et 
al., 1995), and SP-A interacts more strongly with DPPC 
than with DPPG or DPPC/DPPG bilayers (Casals et al., 
1993). Interaction of SP-A with negatively charged phos- 
pholipid bilayers was completely abrogated at low ionic 
strength (Casals et al., 1993; Ruano et al., 1996), which is 
consistent with electrostatic incompatibility between protein 
and acidic lipids at neutral pH. Electrostatic repulsion be- 
tween DPPG and protein molecules in the monolayer could 
drive exclusion of SP-A to the observed large protein ag- 
gregates into the boundaries between LC and LE domains, 
regions of the monolayers that are irregularly packed that 
could act as “sinks” in which lipid-immiscible molecules 
could most easily accumulate. 
lnteraction of SP-A with DPPC in the monolayer is 
consistent with recent results suggesting that SP-A pro- 
motes accumulation of DPPC in the surface, perhaps from a 
sort of DPPC-rich reservoir below the air-water interface 
(Yu and Possmayer, 1996). 
In spite of the immiscibility of SP-A with acidic phos- 
pholipids, TR-SP-A still goes into the interfacial monolay- 
ers. This could be a consequence of intrinsic surface active 
properties of the protein itself. Severa1 proteins, particularly 
glycoproteins, have been reported to possess such intrinsic 
tensoactive characteristics and can form protein interfacial 
monolayers by adsorption from the subphase (Ahlers et al., 
1990; Heckl et al., 1985; 1987; Mohwald, 1990). We have 
observed that con& an acidic glycoprotein that is not 
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kraown to itateract wit phosphelipids, alse adserbs inte
DPPtI meraelayers with similar aggregatien atad distributiora
behavior te IR-SP-A ira DPPC¡DPPG moraolayers. Ibis
similarity suggests tat tite aggregatien asad accumulatiora in
te LE-LC bouradary dislocatiora is a nenspecifie preperty
atad that enly tire different dista-ibuticí-as of SP-A in DPPC is
spetifac te tese compeunds.
Little IR-SP-A fluorescente was observed ita interiers of
tire dark condensed domains of te DPPC menelayers, asad
sorne fluorescence was seera ira te liquid-expanded regioras.
King eta>. (>983; 1986) have observed tlaat tire binding of
SP-A te liposemes was greater whera te constituerat lipids
were in te gel state tan whera they were in te liquid
crystalline form. It is o-aotcwerty that tere was rae appear-
ance of the SP-A molecules at tire DPPtI menolayer raque-
ous iraterface when te lipid is strictly ira the liquid expanded
pirase, which is up te pressures of 3--- 4 mN/m. Only when
condensed domaina began te appear did te IR-SP-A np-
pear ita tire interface. Ibis is eerasistent with its preferential
intea-actiera with gel pItase ira bilayers or the need for tire
condensed pirase ira monelayers. Whereas ceradensed phase
ira ¡raonolayers, gel pItases ira bilayers, arad lipid-exparaded
asad Jiquid-uysta>Iine pirases art obten considered te he
rougtoly equivalent, they are raer completely se. Ihe píes-
seres for equivalence, fer example, remaira urader discus-
soer. It secms that tire SP-A may be attracted fo tire dislo-
catioras ira tire conderased-expanded demain arad in gel-liquid
erystal boandaries, as weuld aray protein witir nonspecific
bio-ading (cg., Netz et al., 1996). King et al. (1983) feutad
tItar birading appeared irighest ira gel stare systems ita whieir
dislocatioras isa packing may have been aítaticipated. Tire
bindirag of SP-A te DPP(2 is specific ita that ithas a different
appeararace eratirely tan te binding of SP-A te DPPC/
DPPC er of cenA te DPP(2.
Ira cenclusien, tese studies demerastrate that SP-A irater-
acts aud perturbs DPPC moraolayers, partitieniarg inte tire
liquid-exparaded fluid pirase of te phesphelipid, arad aecu-
raaulating at tire LE-LC beuradaries. SP-A causes no effects
ira menelayers of DPPC/DPPG, te pretein beirag exciuded
frem bot LtI arad LE regioras arad being accumulated ras
large pretein aggregates ira tire LE-LC beuradaries of these
rnonolayers.
Tlais etnnk latas beerí sopported by Medical kcscawhCowadil of Caroada
<K.M.W.K.) arad Forado de travestigracioraes Sanitarias de la Seguridad
Súcíal tarad tiasiversidad Coraaplulerase (C.C. a,sd IP-ti.). Coltataoratioax
hetetecra Ctataad¡ata arad Spao¡sis grnops etas facilitated by a Collaborative
Researcis graaat frorra NATO.
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Interactions of Pulmonary Surfactant Protein A with Phospholipid
Monolayers Change w¡th pH
M. L. F. Ruano,t K. Nag! C. Casals,0 J. Pérez-Gil,t and 1<. M. W. Keought~aflepartamento de Bioquímica, Facultad de Biologia, Universidad Complutense, 26040 Madrid, Spain: and 0Department of Biochemistry
and 5flisoipline of Pediatrios, Memorial University of Newfoundlarad, St, Johns, Newtoundland AlE 33(9, Canada
AESTRACT The interaclion of pulnaonaíy surfactant protein A ~SP-A~labeled with Texas Red (TR-SP-A> wilh monolayers
containing zwitler¡onic arad acidic phospholipicis has been atudied al ph 7.4 arad 4.5 using epifluorescence naicroscopy. Al
pH 7.4, TR-SP-A expanded the ir-A isotherms of film of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). It interacted at high
conceníration al the edges of condensed-expanded phase domairís, arad distributed evenly at Iower concentration mío Ihe
fluid phase with increas¡ng pressure. At pH 4.5, 13-SP-A expanded OPPC rnonolayers to a sligtatly Iower extent tiran at ph
7.4. It interacted primarily at tire pirase bourídañes but it did not distribute mio Ihe fluid pirase with increasing pressure. Films
of DPPC/d¡palm¡toylphosphatidylglycerol (DPPG) 7:3 mol/rraol were somewhal expanded by IR-SP-A at pH 7.4. The protein
was distribuled ira aggregates only al tire condensed-exparaded pirase baundaries at ah surface pressufes. At ph 4.5 TR-SP-A
caused no exparasion of tire sr-A isotirerm of DPPC/DPPG, but lis fluorescence was relatively homogeneously distribuled
throughoul tire expanded pirase al ah pressures sludied. ‘¡bese observatioras can be explained by a combination of factors
(ncluding tire preference loo- SP-A aggregates fo enter monolayers at packing dislocatioras arad tireir disaggregation ira tire
p¿-esence of lipid under increasing pt-essure, together witir fha influente of ph on tire aggregation síate of SP-A arad the
interaclion of SP-A with zwilterionic arad acid¡c lipid.
INTRODUCTION
Ihe collectira surfactant proteira A (SP-A) is, by weight, the
major proteira associated with pulmeraary surfactarat, a lipid-
proteira material rhat liraes te respli-atery epithelium, te
maira biophysieal fusactien of which is re reduce ihe surface
terasiera at te air-liquid interface of alveoli asad thereby
stabilize tire respiratery surface. Most of te surface active
preperties of siarfact.ant are associated with ita phesphelipid
conlponerats. TIte major lipid, dipalmií-eylphospbatidylche-
litre (DPPC) is responsible for te ability of this material to
produce ~‘eíylow surface tensions at low Jung voimnes (br
a recent review, see Jelaanssera ajad Curstedt, 1997). Qíher
phospholipid species of surfactant, including phesphatidyl-
glycerol (PC), as well as sorne specific hydrophebie pro-
teiras irave a role ira medulatirag tIte pirysical properties of
DPPC te allew for rapid asad eeutiraueus forsatatien of DPPtI-
enriched nsonelayers at te air-liquid inteiface of alveoli.
SP-A impreves te adsorptiera te te surface of preparatiosas
cemposed of te maira surfaeíartt phesphelipids asad tire
hydrephebic surfactarar proteiras (Hawgoed et al., 1987).
SP-A prometes iraterfacial adserption of lipid susperasions ira
te preserace buí raet in dic abserace oftire surfacrasar preteiras
SP-B arad SP-tI (Schúrcla cf al., 1992). Ir’ addition, SP-A is
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raecessary fer the fermatien of tubular myelin (Suzuki et al.,
1989; Wiiliams et al., 1991; Kerfhagen et al., 1996), a
uraique structure of surfactaní ira te alveolar spaces, wirose
presence cara be cerrelated with high surface activity. SP-
A-defective surfactant iselated fo-orn SP-A knock-eut mice
had impaired preperties compared with normal SP-A-con-
tainírag surfactaní whera assayed urader limited ceraceratratiora
conditioras (Korfhagen eral., ¡996). Ibis fact suggests tat
SP-A ceuld improve surface activity of surfaetant urader
certain circumstanees sucir as pathologicaily lirnited avail-
ability of surfactant or tite presence of irrhibitory eom-
pounds itt tite airw’ays. Yu and Possnaayer (1996) have
suggested thai SP-A prometes forrnatien of DPPtI-enriched
reserveirs attached te tire surface that woald provide a
mechanism of monolayer fermation durirag respiratery mc-
chaules. SP-A asad te otiter collectin presesar ira sur-factarar,
SP-D, possess several activities related te primal-y hest-
defense mecharaisms ira tite alveolar spaces (van Golde,
1995; Wright, 1991).
By using epifluorescence microseopy we have recently
observed te irateractien of SP-A menelayers of DPPC,
OPPC/dipalrniteylphesphatidylglycerel (DPPG), arad sur-
factantlipidextracts (Ruarae etal., 1998a; Nag ci al., 1998).
This techraique allews direct ebservatiera of structut-al tiara-
sitieras isa meraelayers such as berweema liquid-expanded atad
liquid-ceraderased siates arad of fluerescendy labeled pro-
teñrs ña regioras of tite monolayer (Móhwald, 1990; Pérez-
CII et al., 1992; Nag ci al., 1996—1998). SP-A associates
with fluid regiosas of DPPC moríolayers, buí accumulates ar
beundaries between fluid arad condensed demairas under
conditioras of pitase coexistence (Ruano el al., 1998a). Ira
DPP(2/DPPG menelayers SP-A is effectivelyexciuded even
frem fluid regioras (laneva et al., 1995; Ruano et al.,
o DPPWSP-A 
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1998a), accumulating in aggregates at boundaries between 
fluid and condensed regions. This immiscibility has been 
explained as resulting from electrostatic repulsion between 
lipids and proteins at physiological pH (Ruano et al., 
1998b). Preferential interaction of SP-A with DPPC in 
comparison to acidic phospholipids has also been detected 
in phospholipid bilayers (Casals et al., 1993). The prefer- 
ence for DPPC could be the basis for SP-A-directed mech- 
anisms of interfacial DPPC enrichment. 
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FlGIJKE 1 Typical 11-A isotherms of DPPC monolayers containing 1 
mol % NBD-PC spread on subphases of 150 mM NaCl, pH 4.5 in the 
absencc (closrd s~vnhols) or presente (opw .~,vmhok) of TR-SP-A at 0.13 
&nl. 
During inter and extracellular traffícking SP-A is likely to 
encounter milieus in which the pH might vary from -5.5 to 
-7. Changes in the environment from neutral to acidic pH 
would be expected to potentially modulate SP-A interac- 
tions with lipids because of effects on protein change. A 
recent study has shown that an acidic environment induced 
changes in the structure and lipid-binding properties of 
SP-A in bilayers (Ruano et al., 1998b) with the maximal 
effects being reached at pH 4.5. At that pH, the protein was 
able to bind to both neutral and acidic phospholipid vedes, 
but the occurrence of SP-A-induced membrane aggregation 
was critically dependent on the presente of negatively 
charged lipids. To better understand the nature of and to 
DPPC/SP-A 
pH 4.5 
NBC TR fllter mtVm 
8 
FIGURE 2 Typical mmages obtamed 
from DPPC monc~layen contaimng 1 
mol % NBD-PC spread on a subphase 
containing 0.13 pg/rnl TR-SP-A at pH 
4.5 (kfl) or 7.4 (i-i@). lmages were 
recorded through filters selecting fluo- 
rescence from either NBD-PC (gwen, 
emission maximum at 520 mn) or TR- 
SP-A (red, emission maximum at 590 
nm) at the indicated surface pressures. 
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vistralize the interactieras iravelved in te asseciatiora of
SP-A wirh surfactarat falms, tite ferces driNiríg fermation of
SP-A domairasat te iraterface arad te raature of pH arad lipid
cemposition en SP-A self-aggregaiion, we have studied tire
interactiera of SP-A with surfactarar pitespitelipid menolay-
ers ar acidic pH by analyzirag rite asseciatien with arad te
location of tire pretein ira ~witteriera1c (DPPtI) or acidic
(DPPC/DFPC) moraolayers using epifluerescerace micros-
copy. Ibis would allew direct visual examitaatioo-a of tire
hypothesis (Ruano et al., 1998b) tlaat asseciatien of SP-A
wit aniosaic lipids ar low pH ceuld reduce its aggregatiora
siate. Because tire maximnal effects of such charages were
seen at pH 4.5 ira the previraus werk wit bilayers (Ruano et
al., J998b), we have selected tat pll aleng with pH 7.4
(Ruano et al., 1998a) te make relevant cempariseus. It is
neted alse tirar interactieras in rite extracellular milieu are
impertarat. Whíle te pu of tite aqueous lining layer or
hypophase ira tire alveoli is neutral (Nielsora et al., 1981), it
can becerasre vcly acidic in sorne patitological conditions,
sucir as ira laydrochloric acid aspiratiora trauma (Eijkirag et
al., 1993).
EXPERIMENTAL
Materisis
Tise lipids oaed isa <he expcnirsaetats of tisis stody, 1,2- dipairaailoylpisospisati-
dylcisolirae <DPPCV) arad 1 2-dipahasitoylphosphatidyiglycerol (DPPG), etere
frotas Sigraaa Chemical Co. (St. Louis, MO). The flunrescent lipid prolse
l -palraaiíoyl-l-{ 12-k7-raitro-2 1,3.betazoxadizole-I-yi)atasitao]dndecaianyl}
phosphatidyichoiirac (NEO-PC) etas fmraa Avantí Polar Lipida (Birarairag-
isana, AL). The fluoo-eacent iabelirag chemical sulfoo-hodaraaitae 101 solforayi
chino-ide, Texaa Red (TR), etas oblajoed froras Molecular Probea bac.
(Eogeríe, OR). CVhlorofntaaa arad raaethanol etene HP1,CV grade solvetata froraa
Fisiser Seicratifie Co. (Ottawa, eN) amad ah other reagetata etero.- ataalytical
grade chemicala frotas Mervk (Darsaaatadt, Genaaatay?>.
Isolation and Iabeling of SP-A
SP-A etas porifred finan pulrtaoraao-y sorfaclarat preprd [ñataspor-cine
brotacheoalveoltan lavage tas previonaly deacribed <Casals el al., 1989), by
sequematial butaraní arad octylg]oeora¡de extrtctioras (Casals el al., l993), asad
stnred ¡o solotiora of5 mM Tris-ECl buifer. PH 7.4, al —200CV. Purity ofUseproteira preparatinras etas rooliraely checked lay SOS-PAGE urader redocirag
conditierras folloeted by Coorasassie Bluc stairaitag. SP-A etas qoaratitated by
arsairro acid analysis taller taydnolyaia crfproteita saraaples isa 0.2 rral of 6 M
ECl coratairaiaag 0. l% <et/v) piseraní ira evacuated arad sealed [ubesat t08~C
fian 24 h folloeted by ataalysis ira a Ecckraatara Syslcm 6300 Higis Perfor-
rasarace asaaitao acid asatalysis. Flraor-eacently labeled SP-A etas preptared tas
previoosly deserihed <Roano el al., 1998.4.
Epifluorescence experiments
Sorface presaure-arera aneasoremetata arad mieroacopie obseo-vatioras of
rssnraolayera etere perforrased on ma epifinoreacetace micseascopic sorface
balance, <he constroctiora and operatiora nf ethich isave beera desco-ibed
elseethere (Nag el al., l990, 1991). Phosplaolipid raaoraolayera ixícludirag 1
raaol 14 NBD-PC etene fonaaed on ao.bphases da did no- did nnt corataira
SP-A as previooaly deseribed <Roamao et al.. 1998a). Moraolaycrs etere
spread by dep;asiling raliquota of ehloroforras/mellraraol aolotiorat nf tise
¡¡pida nra sobphases enratairairag tSOrnM NaCí, adjusted lo pH ofejí-her 7.4
err- 4.5, ira tise absetace nr presetace of IR-SP-A 0.13 gg!ml. AII subphaaea
etere prepared etitis double-diatilled etateo-, [he acarrad distillatiota beisag
frotas dilute potasaitona perraaatagaraate. Afta sprcadirag a ra¡otaoiayer [he
orgaraic solveral etas alloeted <o evaporale fon 5 mira, arad te facilitate SP-A
adsnrptiota <o tlae air-liqoid ñaterface, <he moríolayer was coraapo-essed rap-
idly (707 masras2/a) lo a sorface pressure of 10 naN/tas atad <iseo expanded
agaira <nO mN/raa. Afiera lis peniod allowirag for observatiora ofpenetralitara
of[hepo-oteira ñato tire gas nr gas-liqoid exparaded enexisterace pintes (cg.,
Maloraey el al. l995). conaprestiora of Use nsnaaolayer al slnet speed (20
raaraata/serara initial rate of0.13 Á2/taanlecole¡s) al 23 _ PC etas beguta. Al
seleeled sortee prestores, a visual reconditag etas natade nra videotape for a
1-naha peniod fon both NEO amad TR fiunrescerace by aeti<cisliag flonrescence
filler conabiraratioras lo aelect flonrescenee eaaaissiota ira [he proper etave-
leragth range. The iroages nbtairaed etere araalyzed etitis digital imasage
proceaairag usitag JAVA 1.3 software (Jaradel Seictalifre, Sara Rafael, CA) tas
diteosaed elsewhere (Nag el al., l99l; Pérez-Gil el al., 1992).
The video inarages etere oblairaed witis a CCD earaaera, etiricir recorda ira
blaek arad wisite, Tire irraagea prererated ira [he figures have beco fatae-
colored te diaplay tIren as they appean apprnxisaaa<ely <o [heeye ira tite
masacroacope.
RESULTS
Fig. 1 shews typical compressien sa—A isoterms of DPPC
rnenelayer-s spread en subpitases of 150 mM NatIl, adjusted
te pH of 4.5, ira tire preseraceor absence ofIR-SP-A atO. 13
1rgIml. As observed ar raeutral píl (Ruano et a)., 1
998a),
SP-A expanded tit isetiterms of DPPtI at pH 4.5, itadicatirag
tat citer pretein itasertiosa at tite air-liquid iraterface or
perturbatiora of lipid paeking by te proteiri, CIV bot, had
occurred. Preteira-ceo-ataining menelayers alse displayed
clear plateaus ira tite range of 7- 9 mN/m, indicative of
liquid-expanded re liquid-ceraderased pitase transitieras.
A-
a>
cf>(o
a>
u.-o-
<O
t
Cf,
40 60 80 100
Mean Area/Molecule (Almolec.)
FIGURE 3 Typical II-A isníherrasa of DPPC/DPPG (7:3, w/et) mono-
layas cnra<airairag 1 nací 14 NBD-PC spread eta sobpisases of 150 mM NaCí,
5 asAl Tria-IICI, pH 4.5 ita the absence (e-!osed .vvnohoh) (Sr preserace (npec
svnobob) of TR-SP-A att). l 3 gg/raai
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B FlGURE 4 Typ~cal mxiges o - 
tained fiom DPPCIDPPG (7:3, wiw) 
monolayers contdmmg 1 mal % 
NBD-PC spread on a subphase con- 
tainmg 0.13 &ml TR-SP-A at pH 
4.5 (i@) or 7.4 (right). lmages were 
recorded thmugh filters selecting flu- 
orescence coming either from 
NBD-PC @een) ir TR-SP-A (red) 
at the indicated swface pressures. 
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Microscopic images of DPPC monolayers contaimng 1 
mol % NBD-PC in the presente of 0.13 pg/ml TR-SP-A in 
the subphase at acidic pH, compared with those at neutral 
pH, are shown in Fig. 2. Fluorescente coming from either 
the lipid probe or the fluorescently labeled protein was 
selectively recorded hom the same monolayers by switch- 
ing the filters. Our apparatus does not allow, however, for 
instantaneous recording of images at two wavelengths. At 
low pressures there is considerable movement of the mono- 
layer so that tields change more rapidly than filters can be 
changed. Even at higher pressures the time needed to 
change filters, possibly refocus, and collect visual data for 
processing means that fields will have changed somewhat 
for sequential images. The times involved for the changes 
are in the range of 5-15 s. The association and correlation 
of regions of fíelds can be made more rapidly by eye almost 
immediately upon changing the fílters, but images at the two 
wavelengths are not superimposable because of monolayer 
movement between thc acquisition of the images. 
The association of TR-SP-A with DPPC monolayers at 
acidic pH is similar to that observed at neutral pH at low 
surface pressures (Fig. 2). At both pH values the protein 
starts to interact with the monolayer when condensed solid 
domains of lipid begin to nucleate (in the range of 6-8 
mN/m). This observation has been interpreted as a require- 
ment for gel-like condensed regions or, likely, condensed 
fluid coexistence for tbe intcraction of TR-SP-A with mono- 
layers to occur (Ruano et al., 1998a). At surface pressures 
up to 15 mN/m, TR-SP-A fluorescente appeared at acidic 
pH in fluid-expanded regions with increased intensity at 
condensed/fluid boundaries. However, in contrast with the 
behavior observed at pH 7.4, TR-SP-A accumulation at the 
boundaries of the DPPC condensed domains never de- 
creased under compression at acidic pH. Compression up to 
27 mN/m produced monolayers in which nearly al1 protein 
fluorescente accumulated at the perimeters of the solid 
regions, forming fluorescent rings with the shape of the 
condensed areas. 
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PÁg. 3 presents II-A isotherms of DPPC/DPPG 7:3 (w/w)
mosaolayers spread era subpitases of NatIl 150 mM, at pH
4.5, ira te absence er preserace of IR-SP-A 0.13 hg/ml. Ira
coíatrast wit tite behavier ebserved at neutral pH (Ruarae et
al., 1998a), IR-SP-A itardly expanded tite isothcrms of
DPPtI/DPPG monolayers at acidie pH, suggesting that at
pH 4.5 tite proteira does not irasert very mucit itato ihe
ncgatively charged iraterface. Micrescopic images of tese
monolayers show dramatic differeraces ira tite distributiera of
IR-SP-A ira acidic pitespholipid-ceratainirag meraolayers
(PÁg. 4) compared witla rite zwitterionic ones (Fig 2). lite
distribution of IR-SP-A isato DPPtI/DPPG mosaelayers at
acidic pH was dramatically different te thai ebserved ai
neutral pH. At pH 4.5, IR-SP-A appcared to hemege-
neously distribure irato tire fluid er expanded pitospitolipid at
any surface pressure up te 25 mN/m, while it was excluded
frem the interior of te cenderased domaitas. No selective
accurraulation of IR-SP-A was detected ar the solid/fluid
beundaries or at aray ether lecatien in rite irateiface. By
centrasí, ar neutral pH, IR-SP-A was preserat ira DPPtI/
DPPCi monelayers as discrete aggregates, more or less
regular ña size atad distributed preferentially arorarad tite
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condensed lipid domairas at ata>’ sw-face pressw-e. Virtual»’
no pretein fluerescerace was detected ira bot coraderased
demaina arad fluid regioras, iradicatirag complete immiscibil-
it>’ of IR-SP-A ajad acidic pitespitelipid at neutral pH. lite
effect of IR-SP-A era te ceraderasatiosa of te meraolayer
usader compl-ession ar acidic atad neutral pH was quaratitated
by measuritag tc effect ofte preserace ofte proteisa era te
percerat of total condensed area of te films. Fig. 5 shews
tite ameuní of coradensationupen cempressieta of DPPtI and
DPPC/DPPG monelayers at pH 7.4 er 4.5 ira tite abserace er
preseuce of IR-SP-A. lite protein on»’ produced a signif-
icasat decrease ira tite total cenderasatiera wben irateracting
with DPPtI naonelayers at neutral pH ajad ai surface pres-
sures ín te rarage 10—30 raíN/m, This effect itas beesa
ariributed te proteira-isaduced perturbation of lipid packisag,
witicit reduces coraderasatiera of lipid (Pérez-Gil et al., 1992;
Nag et al., 1997). Similarí>’, ¡Sg. 6 shews titat IR-SE-A enly
preduced a clear increase ira tite number- of cendensed
domairas ira DPPtI moraelayers aí pH 7.4. Similar effects of
decreasing tite total ameurat of ceradensed area witíle ira-
creasirag te raurraberof conderased domairas itave beera feurad
fer hydrephobic proteiras SP-13 arad SP-C ira DPPC ajad
Surface Pressure (mN/m)
pH 4.5
10 20 30 10 20 30
FIGURE 5 Peo-cen< of total coradenaed anca pJotted agairasí aurface- preaaure [nr dillereal moraoJayer-a ita Use abserace (e> asad po-cachee (CV» of TR-SP-A
al 0.13 gg/mI. Valoca are x + SD for o = [0 irasages. Pror L,ars raot ahoetra are within [he syaaahnl sixes.
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FIGURE 6 Depetadence ofUse nomba ofeonderaaed doíasairrs per trame nra tlae sur-face pr-easuw lor diffeo-eta< moraolayers ita <he absence (Si> and pr’esemace
<O> nl- TR-SP-A at t)13 pg/oal. Values are x 2: 513 foro — 10 irratagea. Error btars rao< aheawra tare avitisin tlae syraabol sizes.
DPPG monelayers (Pérez-Gil et al,, 1992; Nag et al., 1996,
1997).
DISCUSSION
We have previously feusad that fluorescently labeled SP-A
associates with spread pitospitolipid monelayers at racutral
pH (Ruasao et al., 1998a>. Fearures of te isareractiesas ofSP-A witla DPPtI e~ DPPC/DPPG rraonelayers at neutral pl!
correlated wit previeus ebser-vatioras en tIre irater-actien of
SP-A wirir pirespitelipid bilayers arad meraelayers (King et
al,, 1986; tIasals et al., 1993; laneva ct al., 1995; Ruano et
al., 1996).
Ita tire present wor-k wc tuve expiered risc effectof pl! en
boda SP-A distributien ita, and SP-A medificatiens of, rse
conderasation during cempresgien of meraelayer-s of DPPtI
el- l)PPtI/DPPG. In a recení paper we sitowed tlaat tire
secendary strucrure aud aggregatien state of SP-A and its
interactien wirh neutral arad negarively cirar-ged pirespite-
lipid bilayers were dependent era pH (Ruano ci al., 1998b).
It was observed tirar SP-A bonod te herir neutral no-íd eaeg-
atively charged vesicles at acidic pH. Ibe biíading of neg-
atively charged vesicles re SP-A lcd, hewever, te a cirarage
ira tire secoradao-y siructure of tite protein, wiricir iradicated
tat rhe level of SP-A self-aggregatiera decreased after te
interactien of tite lipid atad pretein.
Ira DPPtI meraelayers ar neutral arad acidic pH, aggregates
of fluercscent SP-A appear at te liquid condensed/liquid
exparaded bouaadary regieras, iradicating tat SP-A aggre-
gares are segregated re tite lipid packing defecrs in tite
menolayer (Ruano et al., 1998a). Sp-A accumulatiesa at
ceradensed/fluid beuradaries of DPPtI monelayers persisis
even ar pl-essuresup te 30 mN/m. Ilaese resulis suggest rhat
pl-eteila/preteira interacrieras under sucit conditieras are súen-
ger tIran lipid/pretein isareracrions, pavventing rnixirag of
SP-A wit pirespitelipids. Results wirh DPPC menelayers
cerrelate wit rirese previeusly reponed wit DPPtI bilay-
cus, wirere we sitewed tat te bindirag of DPPtI vesicles te
SP-A at píl 4.5 did not have any effect era tire state of
self-aggregatiora of tire pretein (Ruano ci al., 199$b). Hew-
ever. tite iraseo-tiora of aggregates of pretein ita condensed/
fluid heuradaries cf DPPtI menelayers ni pl> 4.5 caused
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almejar no etfect ira both arsaount of retal ceradensariora asad
number arad size of cesaderased domabas. Ihis weuld also be
a consequence of nearíy total segregatien of lipid and pro-
tein ar acidic pH.
As previously ebserved tite distribution of SP-A ira
DPPC/DPPG naonolayers ar neutral pH itadicated tirat pro-
tein was aggregated asad tere was, effectively, saarural ex-
clusion of pretein arad lipid (Ruano et al., 1998a). Por
DPPC/DPPG rrannelayers at pl-l 45, the distributiora of
SP-A was remarkably differ-ent frem tat at pH 7,4, tire
SP-A being fair!>’ homogeneous¡y disbursed ita tite liquid-
exparaded pitase of te menolaycrs, suggestisag thai te
interactiena at Iewer pJ-l carne abouí titreugir a mere dis-
persed fon of SP-A arad tite lipid. litis weuld have oc-
curred because lowerirag tire ph would have reduced raega-
uve charge en te preteisa (arad lipid), reducirag mutual
exelusiera. Since te maximal self-aggregatiora of SP-A oc-
cur-red at pH 4.5 (Ruano ei al., 1 998b), otiter forces, itow-
ever, rnust alse be denairaating tite distriburien of SP-A ira
DFPtI/[JPPG at pH 4.5. These fíndirags are censisrent wíth
tire view tlaat te adserption of IR-flueresccrat SP-A te
DPPC/DPPG, itur norte IIPPC, monolayers rcverses protein
seLf-aggregatien. Iakera tegether, tese resulis show differ-
cnt medes of intel-actien of SP-A witit monelayers of DPPtI
arad DPPC/DPPG at pH 4.5 arad reinforce tire resulis of
previeras siudies en tite interactiera of SP-A with DPPC asad
DPPC/DPPG bilayers ni te same pl-!. SP-A is able te
decrease tire ameurrí of conderasatiora upen eemprcssien asad
re mercase tire number of cendensed domairas ira menelayers
of DPPC, buí ner ira tese of DPPtI/DPPG, at neutral pH. Ai
acidic pH SP-A did tael affect te ameurats or numbers of
demains ofeitircr type of menelayer. Tirese ebservatierasare
censistent with a selective irater-acuien of SP-A wit DPPtI,
witieit is pll-depcradent. Perturbatiera of lipid packing was
alse reported for tite hydrephebic sur-factarar preteira SP-tI,
wiricla decreased te total ameunt of cenderased area and
produced more, smaller condensed domainja isa monolayers
of cititer DPPtI or DPPC/DPPG (Pérez-Gil ci al,, ¡992; Nag
et al., 1996). lite perturbing irafluence of SP-A ira mosaolay-
ers is more selective, since it is oraly ebserved ira DPPtI
monelaycrs at neutral pH. Linder sucia conditiejas, globular
“ireadgroups” of SP-A (cemprisisag lipid bindirag demairas)
weuld interací wit acyl chains of pitespitolipid mesaolayer-s
suffícieratly te petturb te usual lipid packirag. lite perttír-
batiera of lipid packirag induced by SP-A ceuld be importarat
fer tite selective isasertien of DPPtI liste te monelayer at
low compressiora rates (Schtircit ci al., 1992; Yu asad Pos-
so-nayeí-, 1996>. Yu asad Pessmayer (1996) suggested titar
SP-A ceuld fon bridges between te iraterfacial meraolayer
asad subphase bilayers, contributing te tite establisirmesar of
a sur-factarar sur-face reser-voir. Ira additiora, it was recenrly
shewed thai SP-A mediates trarasfer asad exehange of pitos-
pitelipids betweera te euler menolaycrs of membrasaes (tIa-
jal ci al., 1998). Iakirag into accetaní thaI SP-A selectivity
irateracis wit DPPtI-ricir bilayers (Casals el al., 1993) arad
monolayca-s (Ruano et al., l998a) at neutral ph, it weuld bepessible that coratacts mediated by SP-A berwccn tire mier-
facial monolayer asad subphase bilayers are imporrant for
repleraisirmení of DPPtI ira te mosaolayer al physielogica)
pH. lite ph dependence of tire inieo-actieaas of SP-A wiih
lipids may also irave impací era tIre processing of surfaclaní
ira tite eradecytic pathway (Beers, 1996).
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4.4 4.JNTERACCIÓNSP-A/MONOCAPAS
DISCUSIÓN
Los experimentos realizados demues-
tran que, a pH neutro, la SP-A porcina se
une a monocapas de DPPC y altera su es-
tado de condensación. Su distribución en
la monocapa es distinta a la de las proteí-
nas bidrofóbicas del surfactante SP-B y
SP-C (Nag etal. 1996, Nag etal. 1997), ya
que tiende a acumularse en los bordes en-
tre los dominios LC (liquido condensado)
y LE (liquido expandido). Esta distribu-
ción parece deberse a que la SP-A interac-
ciona con la monocapa preferentemente en
aquellas zonas donde hay defectos de em-
paquetamiento, como los que se forman
entre los dominios LC y LE al comprimir
la monocapa. Posteriormente, la proteína
difundiria desde estos bordes a las regio-
nes LE.
La presencia de DPPG en la monoca-
pa, en cambio, hace que la SP-A no pro-
duzca cambios significativos en el estado
de condensación de los lípidos. En este
caso, la distribución de la proteína es dife-
rente. En efecto, ahora no se detecta SP-A
en las regiones LE, sino que aparece for-
mando grandes agregados próximos a los
bordes LC/LE. Es posible que la repulsión
electrostática entre la SP-A (con carga neta
negativa a pH neutro) y la DPPG empuje a
la proteína hacia los bordes LC/LE, zonas
en las que, debido a su empaquetamiento
irregular, se acumularían más fácilmente
las moléculas inmiscibles con los lípidos
de la monocapa. Esta distribución podría
tener un carácter inespecífico, ya que he-
mos observado el mismo efecto para otra
proteína hidrofilica como es la concanava-
lina A.
La interacción específica de la SP-A
con DPPC en monocapas y bicapas (Ca-
sals et al. 1993) podría facilitar la acumu-
lación de este lípido en la interfase ai-
re/agua, favoreciendo las propiedades ten-
soactivas del surfactante pulmonar. Es
posible que esta acumulación se produzca
a partir de un reservorio rico en DPPC
situado debajo de la superficie, como ya
han sugerido otros autores (Yu y Possma-
yer 1996).
En los ensayos realizados a pH ácido
hemos podido comprobar que el patrón de
distribución de la SP-A en monocapas de
DPPC es similar al que se observa a pH
neutro. En este caso, sin embargo, el esta-
do de condensación de los lípidos de la
monocapa no se ve afectado por la presen-
cia de la proteína. Esto podría deberse a
que la SP-A se encuentra en estado agre-
gado a pH ácido,como vimos en el capí-
tulo anterior.
A pH 4.5, la SP-A tiene carga neta
neutra o positiva, con lo que desaparece la
repulsión electrostática con las moléculas
de DPPG en monocapas de DPPC/DPPG.
Así, a este pH vemos que la distribución
de la SP-A cambia radicalmente: en vez de
formar los grandes agregados proteicos
observados a pH neutro, encontramos que
la SP-A se distribuye homogéneamente en
la fase LE. Es posible que esto se deba a
que, en presencia de fosfolípidos ácidos,
las interacciones lípido-proteína prevalez-
can sobre las interacciones proteína-
proteína, como vimos que ocurría en el
capítulo anterior con bicapas de igual
composición. En este caso, además, tam-
poco se aprecia una expansión importante
de la isoterma de DPPC¡DPPG en presen-
cia de SP-A, lo que sugiere que la interac-
ción de la proteína con los lípidos de la
monocapa es principalmente de naturaleza
polar, con escasa penetración de la SP-A.
Esto último también apoya la observación
hecha en el capítulo anterior de que la inte-
racción entre SP-A y DPPG es de carácter
electrostático.
Los resultados obtenidos en estos tra-
bajos refuerzan la idea de la existencia de
diferentes modos de interacción entre la
SP-A y los lípidos en función del pH, lo
que podría afectar a:
4. INTERACcIÓN SP-A/MONOCA FAS
1. El tráfico, almacenamiento, secre-
ción y adsorción a la interfase aire/agua
de los componentes del surfactante
pulmonar.
2. Las propiedades de la SP-A en
determinadas patologías en las que el
pH alveolar se encuentra disminuido,
como por ejemplo en el trauma por as-
piración de ácido clorhídrico (Eijking et
al. 1993).
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4.5
5. ESTUDIO DE LAS DISTINTAS
FORMAS DE AUTOAGREGACIÓN
DE LA SP-A

5.A UTOAGREGACIÓNDE LA SP-A 5.3
INTRODUCCIÓN
En los dos capítulos anteriores hemos
centrado el estudio de la SP-A principal-
mente en su interacción con los lípidos del
surfactante pulmonar. Sin embargo, tam-
bién hemos visto que las interacciones
proteína-proteína podrían estar implicadas
en características funcionales de la SP-A
tales como la inducción de agregación de
vesículas lipídicas o su acumulación en
gránulos de secreción. Este tipo de interac-
ciones pueden complementarse o bien
competir con las interacciones de tipo lípi-
do-proteína. Lo primero ocurre por ejem-
pío en el mecanismo propuesto en el capí-
tulo 3 para la agregación lipídica: tras
unirse la SP-A a los lípidos, la autoagrega-
ción de las moléculas de proteína provoca-
ría la agregación de las vesículas. El se-
gundo caso es el que parece darse a pH
ácido, donde la presencia de vesículas de
DPPC es incapaz de disminuir el estado de
alta autoagregación de la SP-A, mientras
que la presencia de vesículas de fosfolípi-
dos ácidos hace que las interacciones de
tipo lípido-proteína prevalezcan sobre las
de tipo proteína-proteína responsables de
la autoagregación.
En este último capítulo de resultados
se han investigado las características de los
diferentes modos de autoagregación de la
SP-A, estudiando la influencia de la con-
centración de Ca2~, la fuerza iónica, el PH
y la temperatura en este fenómeno.
(El trabajo incluido en este capítulo fíe en-
viado a la revista Eiochemistry para su publicación
el 27 de septiembre de ¡999, y revisado el 4 de
noviembre de 1999 y el 8 de marzo de 2000. Ac-
tualmente se encuentra en prensa).
(Biechemistry; en prensa)
SELF-AGGREGATION OF SURFACTANT PROTEIN At
Miguel L. F. RUanO% Ignacio Gareía-Verdugo, Eugenio Miguel, Jesús Pérez-Gil asad Cristitaa tIasals*
~Depanment ofBioehemistry and Molecular Biology. Faculty ofBiology Complutense University ofMadrid,
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ABSTI*ACi-: Environmental facters of pbysielegical relevante suela as pU, calcinan, jenie strengt asad
tenaperature can afteet te siate of self-aggregation ofsurfaetasar preteitaA (SP-A). We have studied ¡be
secondary strucrure of difl’erent SP-A aggregates asad analyzed ibeir fluorescenee characteristies. Wc
feurad ¡bat self-aggregation of SP-A can be: a) tIa2~-dependent. The cesacesatralien of tI? rureeded for half-
maximal self-association (K
5Co-~ 25) depended en te presenceof salta. Thus, at lew lonie strength KOC~+
was 2.3 mM whereas ar physielegical ienic strength K5~ was 2.35 ~tM.Circular dichroisrn asad fluores-
cence measurements of tIa
2~-dependent SP-A aggregates indicated tkaat ¡bese proteisa aggregates fenned
an ¡be absence of NaCí are stmcturally different iban tese fomaed isa its presence. b) pl-I-dependesat. Self-
aggregation of SP-A isaduced by Ht was highly isafluesaced byte presesace ofsalta, which reduced te ex-
tent of self-asseciatien of te proteisa. The presesace ofbotb salta arad Ca2~ attenuated even more ¡be effects
of acidie media en SP-A self-aggregatiesa. e) Temperature-dependent. At 20%?, SP-A underwent self-
aggregation at physielegical buí saet at lew ienic strengtb, ita te presence of FOTA. Ah of ¡bese aggre-
gates wem dissociated by citer adding EI)TA (a) or increasisag pH te neutral pH (b) ci inereasing tem-
peratuíe te 37%? (c). Dissociatien of tIa2tisaduced pretein aggregates at low lenie strengtb was accempa-
nied by an irreversible loss of borla SP-A secendary structure asad SP-A-dependent lipid aggregatien
preperties.. On dic elberhand, temperature-dependent experimesais itadicated ¡bar a structurally isatact
cellagesa-likedomain was required for ejíher Ca=*- or Ca2YNa~-itaduced SP-A self-aggregatien but saet
for l-f~-indueed protein aggregation.
Of ¡be feur Jcnew-sa surfactant preteina, SP-A is te
mest abusadasat. It is a multifunetional paicteisa capable of
binding sevefal ligands including phospholipids,
carbohydrates asad Ca2A asad it belonga te te Ca2~-
dependent lectin family (fer reviews, see Refs. 1 atad 2).
SP-A is a large oligomerie protein of appmx. 650 kDa,
cempesed of 18 saearly identical subunita. Each SP-A
subusait centains an amine-terminal eollagen-like
demain and a carbexyl-temainal carbohydrate recegni-
fien doanain (CIII)) ¡bat are linked by a mere hydre-
plaebie demain (saeck). This meneinerie fosan is about
228 amino ¿<cid long wi¡b an appreximate molecular
weight of 28,000. Severa1 pest-iransla¡iosaal modifica-
This work was supported by Orinal PB98-0769-tI02-Ol
from CICYT, Grnnt CVAM-083/00I 0fl8 fican Comunidad of
Madrid asad Gíraní PR486/97 7489 fican tIoxnplutense
líniversi<y ofMadrid.
To whnm cor-responderace sheuld tse addressed.
‘Abbreviatinns: CD, circular diehrnisrn; CRD, earbehy-
drate recognataera deurain; DPPtI, 1 ,2-d4olaniloyl-xn-glyeero-
3-phespheeholine; DPPG, 1 ,2-di¡xrlrnitoyl-sn-glycere-3-¡tos-
pheglycerol; Kw, 5<ena-Voliner dynamic quenchirsg cerastan<;
KÁ’2~ calcinan activation constaní; 51)5/PAGE, polyacryla-
mide gel eleetrophnícsis in Ihe presence ofsodiuna dodeeyl-
sulfate; SP-A. -13, -CV, asad -1), surfactant protein A. 13, CV. asad
D, rcspec<ivcly.
tiesas, includitag glycosylatien, sulfatiesa asad hy-
drexylation of prolines, result in a monemerie protein
of heterogeneous molecularmass ranging fmm 30 te 40
kfla. The funclienal fosan of SP-A is assembled treugla
interactiens ita ¡be cellagen-like domain into a cemplex
ectadecanaerie structure, which resembles a floral
beuquel, where te amine-tearninal asad pa11 of colla-
gen-like íegiens fensa a comanesa stalk.
Nearly all alveolar SP-A is complexed witla phos-
phelipids. The CIII) asad te neek region are important
proteisa domaisas isavolved isa SP-A-lipid interaclions (3-
4). SP-A preferentially isateracta witb dipahnitoyl-
phosphatidylcholine (DPPC) (5-7), te main surfactant
lipid (1), The interaction of DPPC with SP-A leads te
a cenfonnational change en ILe proteisa molecule (6)
asad a marked protection of SP-A frem trypsisa degrada-
lien (8>. ~Lheinteraction of SP-A with phospholipid
vesicles induces vesicle aggregarion in ¡be po-esence of
er 11~ (6, 8-10), SP-A also induces aggrega¡ion of
liposomes centaining SP-E or SP-tI or borla hydrepho-
bic proteisas (9). The ¿<asociatien of SP-A with lipids
appears esseratial for tire conversion of lipid aggregates
fican multilamellar fornas presesat in ¡be execytic
granule te dispersed ordered arrays lcnown ras tubular
myelin (11). mis physical trausformation also requires
¡he hydreplaobic suifactant pieteira SP-E asad Caí* (12).
SP-A enlaanees adsoiptiosa of lipids along te air/hiquid
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inrerface isa a concerted actiesa wi¡b SP-E (13). Isa
additiosa, SI>-A as well as SP-O, anotlaer water-soluble
surfactant protein, participares ita lusag-specific host
innate defense <14, 15).
The selubility of lipid-free SP-A isa stock solutiosas
changes signif¡cantly with ¡he bufler conditioras. SP-A
is insoluble isa physielogical salme at room tempera-
ture, but solubilizes readily isa low bule strengtla buffers
(16). Othet-s asad we previously teusad ¡bar Ca2 induced
arapid self-aggregatienof pig, dog er human SP-A at
neutral pH asad isa Iow ienic strength buffers (8, 16).
‘¡‘he Ibresheld cosacesatratiora of Ca2~ required to induce
self-aggregation of SP-A from differeaat speeies was 0.5
mM (8, 16). Hewever, ¡be presence of trace atnounts of
Ca24 were enough te induce SP-A self-aggregatien iii
physielogical iosaic strength buffers at 37”C (17). lía
additiosa, we recesatly femad ¡bat SP-A could usadergo
pH-deperadent self-aggregatien isa tite absexace of Ca2~
atad salts isa ¡he plí rasage of 4.5-6.0 (9). me state of
self-aggregaúen of SP-A ¡nayhayo important effects en
its fusactiesas. Soluble SP-A did not stitaaulate macro-
phagepreductien of reactive oxygesabut did stinaulate
when SP-A was adhered te a surface result¡ng isa a
muJbvaIení preseníation (18, 19).
‘lo belter claaracterize ¡be process of solf-aggre-
gallen of SP-A we laaveinvestigated ¡be effect of iosaic
streng¡b, Ca2>, pl! aud temperature esa ¡bis phcneme-
non. The structural claaa’acteristics of difl’eresat protein
aggregates were studied by circular diehreism and
fluorescesace spectrescepy.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Isolation of SP-A. Pulrsaesaary surfactant was pro-
pared fr-orn pig er human bresachoalveolar ¡¿<vago as
deseribed previously (20). SP-A was puritied from
iselated surfactant using sequesatial butasael asad ec¡yl
glueeside extractiesas <13). The purity el SP-A was
checked by ene-dimensional SOS/PACE in 16%
acrylanaide under redueing conditiosas (50 mM di-
thietlareitel). Quantiftcation of SP-A was canied ocr by
amino ¿<cid analysis isa a Becknaan System 6300 l-Iigh
Perfunnance analyzer. ‘¡he protein hydrolysis was
performed with 0.2 ml of 6 M ECI, cosataining 0.1%
(wlv) plienol isa evacuated arad sealedtubes a1 1 08<’C br
24 h. Norleucine was added te each saniple as internal
standard. Experimesats presented isa Ibis paper were
perbonned wi¡b ar least feur differesat preparatiosas of
porcine SP-A. Sorne experin¡esats were repeated wi¡b
human SP-A from naultiple ergan donor lusags.
SP-A Selj’aggregation Assays. Self-aggregatiosa
assays were performed at 370tI (unless otherwise
stated) by measuring ¡be change isa protein absotance
at 360 sana isa a Beckman OU-640 spectrophetometer,
isaduced by ¡be presesace of calciuna jons, 1-1 or low
temperature. tIa2~-dependesat self-aggregatiosa experi-
mesa¡s were done as described previously (8). me
calebuin requiresaaeaat for self-aggregation was studied
by tUi-abon experimosats ña which increasing amotinÉ of
a cosacentrated solutien of CatI12 were added te ¡be
pretein selution (40 pg/rnI, final concesatration) ita 50
bLM EOTA, 5 mM Tiis/HCI butier, pl! 7.4, cirlaer with
erwi¡hout 150 mM NaCí. The absorbanee at 360 ursa
was registered once it was stabilized aher each chasage
of Ca2 coneentration, The bree 2t cosacesatratien j~
eacb penit of Ihe titratiosa experinaenís was estianated by
a computer prograna (CIIELATOR) (21), which alse
penni¡s correctiosa lcr ioraic streng¡b, temper’ature, píl
atad orber conapetisag iosas. pH-dependesat self-
aggregatiosa experimesats were done as previeusly
described (9) TEe vaaiatiosaof SP-A selftaggregatiesa as
¡he pH was reduced was studied at 370(7, ña ¡be presesace
er absence of 5 mM Ca” asad cirber witla er witlaout
salts (150 mM NaClor 150 mM KCI). pH litrationwas
síarted al neutral pH ñaS mM Tris, 5 mM MES, 5 mM
acetato butYer, pH 7.2, isa ¡be presenee er ¡be absence of
tIatIl
2 and/er salts. From ¡be startitag píl, SP-A was
titrated te pU 4.2 by additiesa of 1-2 ¡rl aliquets of 0.05
M orO, 1 M HO sokation, During ¡itration, ¡he meditan
pH was monitered wi¡b a micro-pIl electrodo. me
absorbance al 360 ram at cada pH was registered once
it was stabilb~d aher cach chango of ph. To Osad eut if
SP-A was able ¡o usadergo self-aggregatiosa at neutral
pH by lowerisag ter-saperature, ¡be sarsaple asad reference
cuvede were falled with 0.1 mM l-iI)TA, 5 mM
Tris/lítIl, pH 7.4 either wi¡h or witheut 150 mM NaCí.
Aher 10-misa equilibration at 200(7, SP-A <30 pglml,
final cesacesatratiosa) was added te ¡be sample cuvette
asad ¡be absorbzuace was moraitored at 1-misa jíatervals
over lO misa. Next, ¡he temperature was raised te 37%?
atad rEo abserbance was recerded again. In o¡her set of
experimesats, self-aggregatiosa of SP-A was studied as
a fusadtion of temperature. The tenaperature was lew-
cred frem 40«tI te ¡50(7 or raised isa reverso erder. ‘fhe
absorbasace at 360 nm was registered once it was
stabilizod aher cada tenaperature chango.
Phospholipid Vende Aggregation Assay. OPPC
vesicles wero propared ña a buifor containing 150 mM
NaCí, 5 mM ‘fris/HCI, pH 7.4 by sonication as de-
seribed previously (8, 9). DPP(7 vesicle diameter at
370(7 detenniraed by quasielastie light scatterisag, was
aromad 130 sana.
The vesicle aggregatien assay was done as a cosa-
tinuation of (7¿<2 -depesadesat self-aggregatiesa experi-
ments aher disseciatiosa of proteisa aggregates by
addition of EOTA. Then, ¡ ,2-dipalmitoylphosphati-
dylclaolisae (DPPC) vesicles (200 ¡xglml) (Iipid/SP-A
weigbt ratie 10:1) were added te bo¡b ¡he sample and
¡he referesace cuvette asad ¡he turbidity change ar 360
nna was nionitored ar 1-mm isatervals over lO misa.
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Afterwards, Ca24 (1 mM, final cesacesatration) was
added te bo¡b cuvettes asad ¡be chango isa abserbasace
was menitered agaita. EDTA was used again for
reversing vesicle aggregatiesa.
CD Measuremenis. CO spectra wero obtained esa a
Jasco J-715 Spectropolarimeter fattod wi¡b a 150 W
xenosa laxnp (9). Quartz celís of 1-mm pat lesagth were
used and ¡be spectra were rocorded isa ¡be bar-uy.
regiosa (190-260 nm) at 50 sam/min scannitag speed and
at ¡he indicated temperature. Feur seatas wero aceursau-
lated asad averaged for each spectrum. The acquirod
spectra were corrected by subtradtitag ¡he appropriate
blasaks, subjocted te neise-reductiosa analysis asad
presented as molar ellipticities (degreescm2d’nef1)
assuming líO Oa as ¡be average molecular mass per
amisae acid residue. At leaM 3 indepesadent preparatiosas
of SP-A were measured. Final SP-A concesatratiosa was
80 ¡ág/ml. Measuromesats at acidic er neutral pH wore
done isa 5 mM acetate bubfer, pH 4.5, or isa 5 mM
Tris/HCI bufl’er, pIzí 7.2, respectively with or witheut
ei¡borNaCí or Ca2~~.
Fluorescence measuremenis. AII fluorescence ex-
periments were carried out esa a Perkin Elmer MPF-
44E spoctrotluorimeter eperated isa tite ralle modo as isa
(6). Celís of 0.2 cm optical-pa¡b were used. The slit
widths were 7 r-am and 5 nm for ¡be excitatiosa and
emissien beams, respoctively. Fluorescence spectra of
SP-A wero measured at 20~C or 370(7 ita 0.3 ml of 5
mM Tris/lICí buffer, pH 7.4, ni ¡he absence er ¡be
presesace of either 5 mM Ca24 or 5 pM Cail 50 mM
NaCí. ‘¡‘he fmal preteisa cosacesatration of SP-A was isa
(he rango 6.7 te 10 bLg/ml. The blasaks and protein
samples were oxcited at 275 msa fer moasuring Che total
protein fluerescesace speetrum er at 295 ram te prefer-
entially excite tryptophan residuos. Emission spectra
wore recorded frem 300 te 400 ram.
Thc change ita fluorescesace emission intonsity of
SP-A uposa addition of millimolar cosacesatratiesas of
Ca2~ was done as fbllows: fírst, ¡be fluorescesace
speetrum of SP-A (2 ¡rg> at ata excitatiesa wavolength of
275 ram was recorded ira 0.3 ml of 5 mM Tris/HCl
buffer, pIl 7.4,5 pM Ca2t, citer with or wi¡bout 150
mM NaCí. Subsequontly, ¡he titration experimesarwas
startod by adding isacroasing ataieunts of a cosacentrated
solutiesa of CaCl2 te (he proteisa selutiesa ita tite cuvette.
The bluorescesace isatesasity readisags were corrected for
¡he dilutiosa causod by aliquot addition. The change ita
fluorescence emissiosa isatesasity of SP-A en additiosa of
NaCí was asaalyzed as described before isa 5 mM
Tris/UCI, pH 7.4, 5 ¡tM Ca24 citer with or witheut 0.1
mM BOTA.
Quesachisag exporimerats by acrylamido wore per-
formod ar an excitatien wavelesagth of 295 nm te
preferentiallyexcite tryptophan residuos axad te reduce
tite absorbance by acrylanñde. ‘¡‘he quonchitag expon-
mesats were canied out as follows: SP-A (7 ~ig/m1)was
added te ¡be col] cosatainisag 5 mM Tris/HCI buifer, ph
7.4, wi¡b en wi¡bout either 2 mM Ca2’ or 5 ¡íM
2+
Ca /150mM NaCí. Alen 10 misa equilibratiosa at 20~C
¡be spectrum of Sp-A was rocerded. Afterwards
aliquots fr-em a stock solutien of aerylamide isa water
were added te ¡be proteisa solution asad fluorescesace
spectra were recorded. Ihe values of fluorescesace
itatosasity at 330 sar-sa wero corrected for dilutiosa arad ¡be
searter contribution derived frem acrylamide ¡itration of
a blasak. Ira additiesa, asa isasaer falter conceden for ¡he
abserbasace by acrylamide was done. This corredtiesa
factor was determisaed accordisag te ¡be equatiesa (F. =
It., ío<~~> (22) isa which F~ is ¡be corrected
fluerescesace isatensity, ~m is tIro measured fluorescesace
intensity alen correctiosa for scatteaisag, asad A~ asad A.,~.,
are ¡he absorbances measured at ¡be excitatien wavo-
leng¡b (295 ram) asad at te omissiora wavelesagtb (330
nm), rospoctively. The abserbasace of tite samples was
measured aher each additiosa of aerylamide by usisag a
Beckman 0(1-640 spectrophotometer.
Quesachisag s¡udios wero asaalyzed according te tite
classical Stern-Voliner equation for cellisional
quesaching (23): F
0/F = 1-4- KSV[Q] , where F, and Pare
tIre corrected emissiosa intensities ita tite absesace and
presence of ¡be quencher [Q],asad K,~ is ¡be Stem-
Velmerdynamic quesaching constant. K,. values were
calculated by ¡be regression of ¡be initial linear portien
of ¡he Storsa-Volmor plot.
RESULTS
Fifecí of ¿onie streng¿h on Ca
2~-dependentself-
aggregation ofSP-A. Figure 1 A shows ¡hat additien of
SP-A (50 gg/ml) te 5 mM Tris/HCI buifer, pH 7.4
containing 150 mM NaCí asad micremolar concentra-
tiesas of Ca24 (5 ~M) resulted ni a marked increase isa
light abserbance due te self-aggnegatiosa of ¡be preterir.
Light absorbanee didnot chango aler a fiírther additiosa
2
of Ca + (5 mM, fmal cesacesatratiosa). The addition of
BOTA (10 mM) reversed completely ¡be process.
Purthermere, ¡be presence of EOTA (1 mM) ira ¡he
buiferprevesated ¡be self-aggregatiesa of SP-A occur-
ring at physielogical ionic strength and micromelar
conceratratiosas of Ca24 (data not showed). Figuro 1 A
also shows ¡hat isa ¡be absence of NaCí, SP-A did not
2*
aggregate unless Ca was added at millimolar cosacesa-
tratiosas. The extesat of Ca2~-depesadent self-aggregatiosa
reached at low ioraic stresagtb is higber tIran ¡bat reached
ar physiological ionic strength. Figure 1 3 arad tI show
lite calcium dependence of tite self-aggregation process
of pig SP-Ain tite absesace (3) asad ¡be prosesace (tI) of
2+
NaCí. TIro Ca adtivatien cesastasat (KaCV~fl fon self-
aggregatiesa of pig SP-A depended esa ¡be presesace of
salts, At low ieraic strengtb ¡he coneentration of Ca
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¡-equired bor halb maximal self-association was 2.3 ±
0.2 mM as previeusly reperted <8). Isa cosatrast, ar
physielogical ienic strength, K»2> was 2.4±0.5 uM.
TIrus, tite presesaco of salts drastically decreased tite
cenceutration of Ca2 requined te set cnt tlts process.
Te bisad cuí ~hether tite effectof ionic stncngth un Ca>~
deperadení sc1I~aggregation of pig SP-A eccurred also
isa ciber SP-A species, we repeated ¡be expenimenís
wtia hurnasa SP-A isolated from mulliple organ desaer
Iungs. lite (?a2f cencesatratiosa Ver half-maxinaal self-
aggregariesa of human SP-A was 3 ±0.1 mM al low
ioílic s¡reragth atad 12±1.8 iM al physiolegical ionic
sireragt.
1 aCURE 1: Ca>’-depesadcnt selÑaggrcgation of
1,,rcuie SP-A in
tite prcserr-cc asad ¡he absence of NaCí. A, Kinetics of Ca
2 -
depesad ní sclb-aggr g fiosa of SP-A. SP-A (5<) ¡tg/ml) was
addcd to ¡he sample ctívet¡e filled xvith 5 ~tM Ca”. 5 mM
Fñsi’i ICI butier, pIl 7.4, cilber xxiffi (selid circlos)or withou¡
(opon cireles) 150 anAl NaCí. Thc turbidily chango ¿sI 360 rna
was mnonitored at 37%? al 1-aún intervals. Aftcr stnbilization,
5 usAl Ca2’ (fanal ceaaeenlration) was added ka beth lite sample
ausd reberence cuvelte asad Ihe Iurbidity changos menitored
again. Addition of 1Y1)TA (lo mM. fimil concentratien)
eemplctclv dissecizated SP-A aggegates induccd by ejíher CVI’
or CVzs’/NaCVI. E, CValcium depender-ace of SP-A seff-
aggregatieía ira Use -absenee of NaCí (‘ Cr-ilcium depcndesaec of
SP-A sclt2aggjcgra(iosa isa Ihe presence of 150 mM NaCí. Ira E
andO, lIso fanal cosaccntaxstion of SP-A ‘vas 40 xg/mi. B.xpori-
meíats were done al 37%?. A representativo experúsaení offeur
expcrimeaals Bern loor dillércsal preparatiosas ofporeilse SP-A
is slsowra.
Figure 2 A shews fluerescesace emissiosa speetra of
porcine SP-A isa its saesa-aggregated lbrm arad isa its
aggregated fosan isaduced by cilber 5 mM (‘=0’al íew
ionie s¡rength or 5 pM (7k plus 150 mM NaCí. ‘¡‘he
fluorescence emissiosa spectnaras of SP-A en excitatiosa
al 275 is citanactedaed by twe saaaxima al ¿<benI 326
asad 337 sar-u ¿rs previeusly reportod fon percine ¿md
human SP-A (611. TIre two maxúna are blue-shibted isa
cemparisosa te thaI of free tryptephara medel systems.
revealing apartially bunied characler fon tese fuero-
plaeres. Self-aggregatioís of Che protein isaduced by
cititer 5pM (742+1151) mM NaCí or5 mM (7=010mM
NaO lcd lo a decnease iii lluorescesace erníssaosa
in¡esasity wilheut. any shifl ir ¡he wavelength ob ¡be
emiasaen maxíma. llie ebserved decrease lis Iluores-
coarte inlcnsity can be oxplairaed ita lentas of changos in
¡he tnyptephan esavironmesal, which probably implies a
higher quenching of Use flyptephan lluerescence by
polarizable gnoups in te pneximity of ¡bese nesidues.
Tite decnease isa fluenescence osaaissiosa intcsasity caused
by 5 mM Ca2’/0 mM NaCí was sírosager ¡bara thaI
caused by 5pM Ca2’ ¡15<) mM NaCí, isadicaúng a mere
drastic chango ña ¡he tr-yptephara eravironrnent whesa bao
protein is self-aggnegated al millimolar ceneentratiosas
ob (7¿<2’ isa tite absorace of salís.
Aa additioísal cnitenion flor rcvealing slíuctural
changes in bac proteira alicí- self-aggíegation is ¡he
analysis of ¡he accessibilil.y of 51>—A fixaeropitores te
acrylamide,ata cificiesal neutral collisional queneher ob
indrile -dcaivates,--capable--of pcrnmraling ¡líe protein
matrix (24). Figure 2 fi shows Síersa-Volnser plois of
bac elibel of acrylamido en bluoresconco ota)issaoa
intensity of porcine SP-A, ineasuned isa te presence
asad absence of eilher 5pM Ca’/150 mM NaCí or 2
mM (7~2’/9 mM NaO. Self—aggrogatiera of 51>-A
markedly isacreased tite aceessibilhty of SP-A ¡lucre-
phones lo acnylamide. 81>-A isa its saon-aggrega¡ed bonn
1<
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Figure 2 tI shows ¡he fluerescerace emissiora isa-
2
,QrnMta tesasity of SP-A at 330 nr-sa ¿rs a busaction of Ca ‘con-
A centratien. At low jonio stresagth, tite fluoroscesaco
emíssion inteoasity of SP-A started te decroase at
concesatratiosas of (7=0’higiter iban 0.5 mM. The chango
ira ¡be fluorescesace emissien intesasity of SP-A as a
funden ob CW~ migitt reflect te cesafermatienal
chango of SP-A at difierení levels ob self-aggregatiera.
Figure 2 tI also shews ¡bat at physiclogical icraic
stresag¡it asad micromelar cesacentrations cf Ca2~ te
mM aerylam¡de fluorescerace of SP-A did raot chango as te (7¿<2’
cosacesatratien increased ita ¡be millimolar rango. Titese
o results suppcrt ¡be cosacept that once SP-A was selb-
aggwgated by naicremolar cencentratioras of Ca2’ nito
presesace of salts (Figure ¡ A, (7) ¡be additien of furtiter
2+
amousats of Ca dees saet induce changos isa bot rIsc
self-aggrogaticn state asad fiucroscenco emission
-intorasity of ¡he pretein.
- EDTA Figuro 2 II shows ¡he Ilucresconco eniissien ita-
tonsity cf SP-A at 330 ram as a fundiera ob NaCí cosa-
centratiora isa ¡be presence of micremelar cencentratiosas
100 200 of calciuna. SP-A fluorescerace progressivoly decreased
mM NaCí as NaCí concon¡ration increased retlecting a ceraforma-
tional chango cf SP-A at differen¡ le-veIs of self-
aggregatiesa niduced bo¡h by micremelar cesaceratra¡ieras
2.
cf calcium an NaCí. \Vhera ¡be <¿a presorat ira tIro
buffer selutiora (5 pM) was ehelatod by additien of
EOTA, te fluorescenco emission isaterasity ob SP-A
was little abfected by increasing iosaic streng¡b.
Figure 3 shows tite chango ira te circular dichroism
spectruin of SP-A as a funetion of (7=0’concerarnation
isa te absonce of salts (Figure 3 A) and as a fusactioncf
NaCí ecracoratratiera ira ¡be presesace cf 20 bLM Ca2>
(Figuro 3 ¡3). Additiora of (7=0’at ceraceratratieras itighor
¡han 0.5 mM ¡o tite proteita solutiosa led re a marked
doereaso of (he negativo ollipticity arad a shifl of ¡he
minimuin from 207 ram te 210 msa (Figure 3 A). CO
spectra of SP-A at Ca24 ccsaceratratiens higitor than 0.5
mM must reflect ¡be secondary stmcture cf SP-A at
difieresat lovels of self-aggnegatien. At ceneentratiesas
of Ca2’ lower iban 0.5 mM, ¡boro was a small bur
sigraificant decrease of te contnibution of te 207-mu
mtsaimum te te spoctruna without any shift of this
2*
misaimum. At tese Ca conceratratiesas tite pretoira was
raet self-aggregated. Tite melar ollipticity at 207 ram
(021,,) as a fundiera of te (7¿<2’ coraceratrarion is shewra
isa ¡he insot of Figure 3 A. The Ca2’-deperadent decrease
of e
20, reached a maiximum al aromad 5 mM. On tite
eter harad, Figure 3 13 shows a decrease of tite negativo
ellipticity as tite coracesatration of NaCI itacreased ira ¡be
presorace of 20 ~M Ca
24. tlewever, ¡bat decrease ita ¡be
CD signal of SP-A was mueh less proneunced than ¡bat
iraduced by millimolar ceracentrallosas of Ca2 ira ¡he
absence of salts (Figure 3 A). TIre molar ellipticity at
‘-o>0 • c
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blutRE 2: Fluorescesace measuremesats ob nooa-aggrcgated
asad aggregated fosaras ob SP-A mduced by cita Ca2~ or
Ca”a’JaCl. A, Fluorescesace ena¡ssíon spoctra of SP-A esa
exeitaliosa al 275 ram isa the absence or the presesace ofciter
5 írsM Ca2’ or 5 ¡iNI tIa2’¿Il St) mM NaCí. Fluorescesace (E)
is exprcssed ha arbitrary usails. 8, Slem-Vo¡mer plols of
aquceus quesaclsing by acrylmnide of SP-A. E
0 asad F are ¡he
cerrccted emissiora iratesasitics al 330 1am ha Ihe absesace asad
the presesace ob acoylainide, rcspcctively. Experirnenís werc
done ira 5 mM PrisA ICí buflbr ph 7.4 (coralrol, opon dr-cíes)
wilh or ~ithout citer 2 mM Ca
2’ (solid squares) of 5 bLM
tIa24/1 50 mM NaCí (seid Úir-nagles). O, Changos isa flueres-
cence er-nission isatesasitx obSP-A en additiosa ofCatIl
2. E asad
E0 are Ihe conected fluorescesace eonissiesa isalensities a¡ 330
sana ita ¡he presesace er Ihe rahiesacc ofCaCE, respeclivcly. SP-
g~ 2’A (6.7 ~g/sasl)was initially isa 5 Ca 2 mM Tris/IICí
huifa, ph 7.4. ~ith (soid circ¡cs) or without (opon deles)
150 mM NaCí. Ii), Changas ha fluorescence Onssíosa
inlensity of SP-A en additiosa ob NaCí. E asad F, are tite
corrected fluorescence emissiosa isatesasilies al 330 mas isa te
preseracc or thc absesace of NaCí. respcclively. SP-A (6.7
was úaiÚallyhaS¡rMCa
2’ 2 mM Tris/lítIl buifer, pH
7.4, with (s’ol d cireles) er without (opesa oir-eles) 01 mM
El)TA. A represesatative ene of feur exper-iinenls is showsa.
showed a Iowa acrylamide quenchisag constant (Ksv =
2.3 M ) ¡han ita jIs self-aggrogated Torita induced by
oi¡ber 5pM (~a2*/l50 mM NaCí (Kw = 10.5 NI’) er 2
mM ~~¿<2+ M’). tese¡OmM NaCí (K~ = 16,2 From
rosults it is clear ¡bat ¡be quoraching of tryptophan
residuos by acrylamido was mereproneunced whera (he
proteisa underwent (7~2 ‘-dependesat self-aggrogation ira
tite abseneo tan ira (he presence of salts.
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207 ram (0207) as a furaction of ¡he Na> conce-tatralion is
showra ira ¡be insot of Figuro 3 B.
Figuro 4 A shows ¡hat ¡boso changos isa the sec-
ondary siructure of porcino SP-A produced by 5 mM
Ca2 ‘/0mM NaCí were raet neversed wben aggrogates ofprotoisa w-ere disseciated by additicn of BOTA. Re-
mcving (7~2+produeed additional important changos ita
lite Cl) speetrurn of SP-A. Figure 4 (7 shows that tIro
additien of OPPC vesicles te tis non-aggregated forrn
of porcino SP-A after cIselating C=0~wi¡h ED’FA
(Figuro 4 1-4) resulted ira a marked menease ir Iight
absorbaneo due te lipid aggregatiera. That vesiele
aggregatiora induced by dais form of SP-A at 37%? was
cemplotoly independentof (7~2’ and irreversible. Thus,
Ftcjuiw 3. Changcs ha Ihe
circular diohroism spectrurn ef
porcino SP-A as ca fusaclien of
Ca2” (A) or NaCí cencen¡raliesa
(IB). Fxperir-neíats ol Cat or
NaCí titration ~vercperlhnracd ¿st
37%?. A, SP-A (8<1 í.tg/ml> was ira
5 mM fris/IICI boifer. ph 7.4.
ir te absenee obNaCí. ¡3, SP-A
(80 ~Ig!ml)was isa 20 pM Ca2>. 5
anAl Tris/lIC! buflt~r. pi! 74.
liasets: elliptieily ¿st 207 1am of
SP-A ¿u a funetion of Ca?’ (A) er
NaCí (B) cosacentratioív A
represesatalive cric of lhree
expedanenis is shewn.
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FícuRsa 4: Changos isa the secesadasy structure ob SP-A asad isa jIs lipid vesicie aggxegation activity Mier disseeialiosa obCa -indueed
prolena aggrcgatcs by addition of flOTA. A, Circular diebroisan spectra ofporcino SP-A (80 igfml) al 37’C usador dihíer-cnl cesadidorsa:
a> 5 mM Ths/l-1tII huifa, pH 7.4, contahaing 0.1 mM BOlA (opon viroles>; 1->) Mier addiden of CiCIz (5 ¿raM Treo Ca
2>) (s lió
triaragles); asad e) afta addilien ofEDTA(1 fI mM final coneeratration) (solid squcíres). 8, Self.aggregatlen (absorbonce chango al 360
rin) ofporenie SP-A al 37%?. TIse prolein (40 ¡ig/onl final cosacesafratiosa) was added te tho sar-saple cuvette coxataining 5 mM Ca2’, 5
mM Tris/IICI buifer. pH 7.4 (b) Ah”ter stabilization. sclf-ag~egatiesawas reverted with flOTA (it) mM) (e). (7, SP-A-induecd vende
aggregataon assay was perfonned 45 a continuadora ob SP-A selb-aggregatiosa exper-iisaent givosa isa E. Ihus. SP-A was ni a saesa-
aggregated form Mier dissociatiosa ofprelcisa aggregates by additiosa of LIMA (e). Vesicie aggrogation was por-fornicó sas deseribed
usador 11flxperirnerlal Proecduros’t A representativo ere of feur experisasesais is showsa.
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Fíaaw. 5 ElVecí al?diasociafiosa ofCa2>/NatII-induced SP-A aggregatesby addition ofEDTAen tIre secondary structur-e oftIre preteiri
and en its 14id vesiele aggregation acfivity. Circular diclaroism spectra ofpor-cine SP-A (80 bLgmrnl) at 37%? usador ditieresal cenditiosas:
a) 50 bLM Ca>~, 5 mM Tris/HCí buifer, pH 7.4 (opon circíes);b) Mier addition ofNaCí(150 mM, final oonoosatraliosa) (selid triangles);
asad e) afier additienof EDIA (solid squares). E, Sejf-aggregalien (absorbar-ace cIsasage al 360 sarta) ofporeine SP-A al 37%?. The
proteisa (40 ug/ml final ceroentraliesa) was addcd te tIre sarsaple etrvette eontaisaing 50 ¡iNI Ca2>) 50 mM NaCí, 5 mM Tris/litIl buifer,
pH 7.4 (lo). Once ¡he absorbarce was stabilizod, self-aggregatien ‘vas reverted witb EDTA (0.5 mAl) (e). C, SP-A-indueed vesiele
aggregatiosa assay was done ¿u a cosatinuatiosa of SP-A self-aggregalien expeuiment given ni 8. Venido aggregation was perfonned ¿<a
deseribod usader “Exper-ir-saental Procederes”. A representativo eno ob feur experimento ha sIsown.
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Ficuro’:6 l=ffoc<ofNací osa SP-A self-aggregatien (A) asad SP-A secosadary atrecturo <E) at acidie asad neutralpH iur- tire aboesace
ofCa2’. .4, ph titralion srm-lcd al pI1 7.4 ir, 5 mAl Tris/UtIl, 5 mM MES, 5 mM acetale, 0.1 mM EDTAbujía either with (solid
circíes) er *atIseut (opon deles) ¡50mM NaCí. Prorsa tite startisag ph, SP-A (30 pWml) was titratod by additiosa of 1-2 jil altquots
of0.05 or 0.1 NI ECl solution. During titratiora, tIre mediur-n pH was inor-ritered with a micro-pil electrodo. TIse absorbanee al 360
nr-sa w45 regislerodal 37<’C once it was stabilized Mier cach chango obpH. 8, Far-uv circular diebreisin opeefra of SP-A (80 ~/nil)
ha 5 mM acclate, 5 mM Tris/HCI buifer al sacutral (circ¡es) or neidie (triangles) pH, cititor wilh (sehid symbels) or without (opon
synabels) 150 mM NaCí. A representativo ono of fearexperimento is showsa.
nemevitag (7=0’¿<¡so affected tite SP-A property te
aggrogate Jipid vesicles ira a C=0~-dependentmanner.
Ira eontrast. Figuro 5 shows ¡bat addillonof EDTA
te porcino SP-A aggregates fermed isa ¡be presesaco ob
50 bLM C=0~Il50mM NaCí caused dissociation of
preteisa aggregatos (Figure 5 ¡3) wiffi little chango ita tite
CD spectnnn of SP-A (Figure 5 A). [Irisnon-
aggregatod fosan of SP-A ebtainod lay dissociation of
SP-A aggregateswit hUTA was able te mediato ¡be
2+process of Ca -depesadesat vesicle aggrogation, whieh
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Ficuasa 7. lZifect ofNaCí asad CatIl> esa SP-A self-aggregation at differesatph{. pH titration was dono al 37%? ¿u desdúbed ha Hg. 6
either isa Ibe absence (A) or ni te presenee (E) of 150 mM NaCí. The sar-sae results were obtained wilIs KCI. Solid cireles. sao
calciur-sa. Opon circles, 5 mM tIaCh. A represesalative ene of four expenanesals ha showsa.
eculd be roversed by additiora of FDTA (Figure 5 tI).
These nesults indicatod titar aggregation of SP-A
induced by (?=0~/NaClwas reversible and ¡bat afien
disscciatiora of protein aggregates, SP-A netaisaed its
abilhty te induce phespholipid vesicle aggregatiosa ir rIso
presonco cf (7¿<2í ¿md NaCí.
LffeC/ o//he ionk’ streng/h unpII-dependent seif-
aggregallen ofSP-A. Figure 6 A shows tite cifra of
lowerirag ph en self-aggregatien of ¡he protein ira Che
presence cribe abserace of! 50 mM NaCí. Ar pH belew
6.0 proteisa aggregatien was lewer in tite prosaico tIran
ira ¡he absorace of salts. CO spoctra of SP-A at racutral
and acidieph, isa Che prosaico ob EDTA and citen x~iffi
er withour NaCí aro shcwra ira Figure 6 13. Ar neutral pH
arad at room temporatune, tite preserace of NaCI isa the
niediumsa slightly reduced tIre nogadve ehlipticity. TIre
chango of pl-! frcm 7.4 te 4.5 lcd te a drastie chango ira
lite CD speotra of SP-A charactonized by a markod
decrease of Che negativo ellipriciry and a shift of tIre
minimum frem 207 te 209 mu ¿u proviously reported
(9). Ira ¡he prosesace of NaCí ¡he chango of pH frem 7.4
te 4.5 lcd te a less proneunced decroaso of tite negativo
ehhipticity. TIsis ha cosasistont with ¡he lower exterat of
pH-deperadent self-aggwgation of SP-A isa ¡be presence
of salts.
Figuro 7 A slaews titar ar lcw ionic stroiigth Ihore
xvas a marked aggregarien of te proteira ira (he ph
rango of6-6.5 previded (7=0was prosent ira millir-saclar
coneontrarioras ita agreoment wi¡b previosas resulís (9).
Proteisa aggregaticsa was greater ¿u (he pl1 was reduced.
Thus, Chore was a synorgy betweera II’¿md (7¿<2’ era self-
aggregaticn of SP-A isa ¡he pH rango of 5-6.5. ínter-
ostisagly, wo shew isa Figune 7 13 titar ar physielogical
ionic strcragth teno was an anragoraism betweera H’ and
Ca2~ belew ph 6.5. Thereforo, tIre exlorat of pH-
depondent self-aggregation of SP-A was lower ira ¡he
preserace Chan ira ¡he absesaco cf (7~2± provided physie-
logical coracontratieras cf cirber KCI or NaCí were
prosorar isa ¡be meditan.
14/fra of tempero/uro un .Ne¡f-aggregahofl of SP-A.
Figure 8 A shows ¡hat SP-A undcrwent solf-aggre-
ganosa ¿st 200(7 at neutral pi] ira Che presosace of FOTA.
This aggreganion process roquired ¡be prosaicoof NaCí
and was reversed by iracreasing ter-taperature te 37V.
Wc feusad ¡bat self-aggregatien of SP-A pnegressis.~ely
inereasedas Che temporature was docroasitag from 40~C
te 200(7 provided NaCí was preserat ira tite medium
(data raet shown). ‘[he extesar of ¡bis type of aggregaticra
ha much lcwer Chan that induced byCa>’ er 11’. Figure
8 13 shews (he cffoct of dccreasing ternpera¡ure era (‘E>
spectra of SP-A. Ita litepresence butnol ita lite absor-ace
of NaCí teno was a small butprogressive decrease of
¡be negativo ohliptieity without asay shift of tite mini-
mann ar 207 ram.
Figure 9 A shows ¡bar Irear ¡reatniosat cf porcino SP-
A rosulted ira a prenonraced decreased of Che negativo
band ar 207 sar-sa wiChout any shift of Chis band as
previotísly reponed lbn canino and human SP-A (25,
26). TIro íneiar chlipricity at 207 ram <0207) as a fusactiora
of tomporaturo is shcwsa isa tite insor of Figure 9 A. On
lito ciherharad, wo hayo calculated lite molar braclion ob
nativo asad dosaaturcd collagora ccmponents of CD
spectra of porcino SP-A ¿u a funetiesa cf temperaturo
insor of Figuro 9A) using ata algorithm devoloped by
Perczol er al. (27), cahlod (‘en-vox Corastraint Asaalysis
(CCA). Decesavolutien of SP-A CI) spectra obraitaed at
different tomporalures by CCA rcveals litar ¡he chango
Ira ohhiptieity frer-ra 370(7 te 60~C can be fatied te a
strucrural transition betweon two componesats, which
closely follews Che denaturation prefile of coulagen.
.08 -
.06 -
.04 -
.02 -
£2
o
lb0)
a,
e>
e>
‘o
a,
£0
A -NaCI
—O— .Ca>~
—O— + 5 mM Co”
9 Ruano et al.
-lo
oB
Roua.u 8. Fffect of low tempora-
luxe en SP-A selt2aggregaliosa (A)
and SP-A secosadary structure (13)
isa ¡he pro sonco ofNaCí asad FUlA.
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were done sas deseribed under
“1Nperimnenlal Procodures”. ¡3, Fm--
ev circular diehroissar- spoeúaofSP-
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FIGuRE 9. liifect ofheat treatmesat of SP-A en tIre seeosadary otrueture oflIso prolein asad en its self-aggregalien activity indueed by
either Ca2>Msa’ or tIa2~ or ItA, Par-uy circular diehreissac. epeetra of SP-A (80 pg/nil) were recorded ftom 37%? lo 690<? iii 5 mM
Tris/HCI bubfer, pH 7.4. lnset: NIelar efliplicily at 207 sana risa fusaclion oflersaperature (opera oir-tilos). Themolar fraetion ofnativo
(niverled soid triangles) asad desaatured (solidíriangles) cellagen componenís of CD specúaof SP-A al dilterení le¡nperattrres is also
given. B, Compar-isosa ofte kineliesof Ca2~/Na~-induced self-aggregatien of SP-A al 37%? ushag differesat proleita preparaliosas
previously heated fer 10 misa al different teniperalur-vs ni 5 mM Tris/lItIl buller, pH 7.4. SP-A was ceoled lo 37%? before assessing
self-aggregatiesa al 37%?. C,tIornparisen of te lainetiesof tIri2thadueed self-aggregalion ofIsealedSP-A as indicaled isa ¡3. D, Self-
riggregalen aelivily indueed by eilher Ca2~A’~ri~ or Cri2~ erit al 37%? perfomied with different SP-A preparatiesas healed for 10
misa al different leniperatures as hadiesaled isa B. Tite ralo of self-riggregalion was detensainod ~ith erich SP-A preparatien asad
expressed sas a poreentrige of lIso rato observed al 37~C. A represoníritive ene obthroe exporñsaents lo shewn.
TIsis suggosts ¡bat títere is no additieraal cosatnibudora ob
cIranges affecting e¡her structural eomporaents isa Chat
rango oblersaperature. !raset cf Figuro 9 A iradicates ¡bat
¡he midpeint transitiora “melting” tempenature cf
porcino SP-A was 5 ¡“(7. tIomparablo values were
feusad fon canino asad human SP-A (26).
Figure 913 asad 9(7 sIrow kiraetics of C=0’¡Na>-and
Cat’-dopendent proteira self-aggrogation at 370(7
respectively, usirag porcino SP-A provieusly Ireated fer
10 mira at differonl tempenatunes atad ¡hosa ceded te
370(7 beforo rissessing solf-aggregaticsa activity. Eotit,
2+ 2+
Ca - and Ca /Nca -deporadosat SP-A self-aggregatiosa
was complotoly abrogated when ¡he pretein was pro-
heated at 56~C iradicatisag that a structurally intact
collagen-like domani is requirod fer be¡b processes.
¡he denaturatiesa temperature at which SP-A shewed
Iralf-maxñnal Ca2>-deporadent self-aggrogatiosa was
5Q0(7 ita lIso presence of NaCí and 54”(7 isa its absenco
(Figure 90). Theso data suggest Chal Ca2VNat-iraduced
SP-A solf-aggregatien is mere susceptible te partial
unfeldirag of te collagen-like triple holical demaira of
SP-A iban Ca2’-iraduced self-aggregatiosa. Iraterestingly,
H~-isaduced SP-A self-aggregatiosa was raot affected by
partial er total unfolditag of tite cdilagen-like domain ob
SP-A (Figure 9D).
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DISCUSSION
C?a2~ and H”-dependern seif-aggregaiíon of SP-A.
It is woil eslablished ¡bat SP-A self-aggrogates te form
highon-or-der structures ira te presesace of Ca2’ (8, 16)
er mador mildly acidic pH (9). The bielogical sigr-aifl-
canco of Chis procoss is unkraewn. Ca2’-dependent self-
aggnegatien of SP-A has typically beesa studiod isa
buffors wilhout physiolegical salirse (150 mM NaCí)
(8, ¡6). ¡Asador ¡bese conditiosas, ¡bis pnecess requires
2+mM cosacontrations cf Ca2> (8, 16). The Ca cesacen-
tnation required fon half-maxir-nal self-asseciaticn is 2.3
±0,2mM for porcino SP-A and 3±0.1mM for human
SP-A. Thoso values are abc-ove ¡be freo Ca cesacentra-
ten ni te alveolar spaco of adult animais (approx. 1.5
mM) (28). The Na> and CV cosacontratieras cf¡ho Iung
liquid are similar te plasma (29). Therefono, wc hayo
studied Irore ¡be Ca2>-deperadent self-aggrcga¡ien of SP-
A ita ¡be prosaico of physiological salino (¡50 mM
NaCí). mo Ca2’ ceneoratratiesa roquired te set eut self-
aggregatiosa of SP-A is highly reduced at physiclegical
ienic stneragtit. Usador ¡bose cosaditiesas, ¡be concesatra-
tion cf C=0~required fer half-maxinsal solf-aggregatiesa
is 2.4±0.5¡iM forporcineSP-Aand ¡2±1.8¡iMfor
human SP-A. ira ¡be prosesaco ob 150 mM NaCí, ad-
ditiera of highen cosacentraticns cf (‘=0’(isa ¡be mM
rango) noi¡hor mercases ¡be extosat of pretein aggro-
gatiosa nor changos te fiuorescent charactonisties of
SP-A. Additiosa ob EDIA completely reversos te
2+precoss of Ca /Na’-depondont self-aggrogatiora. The
prosonce of FOTA isa ¡be medium prevents ¡hat precoss
at 37”C. Títerofere, NaCí does saot promete solf-
asseciatiosa of ¡be protein isa (be absosace of Ca2 ‘at 37(7.
Wc pnevieusly reporteé ¡bat ¡be phospholipid vosi-
cíe aggregatiosa activity of SP-A ¿riso requirod ¡iM
coraceratrations of C=0~fon canino and porcino SP-A (8).
TIsis tinditag was cerafirmed fon oten SP-A specios
(30). Vesicle aggrogatiora sur-dios wore dono al physio-
2’legical iosaic strengtIr. Wc suggost Chal Ca /Na -
dependerat lipid vosicle aggregation is likoly medialed
by 2’/Na’ -induced self-aggnegatien of te protoima en
diffenesat vesiclos. Haaspnan ot al., (16) suggestod <bat
te precess of lipid aggrogatiora induced by SP-A could
be cornelatod wi¡h ¡bat of solf-asseciatien of Use preleira
24eccurrirag al supramillimolar concera¡ratieras of Ca asad
Iew icnic stresag¡h. ¡ lowox’er, Chese two pneccsses ha-ve
veryditfererat nequiromorats cf Ca2’ (8) unless physic-
logical cosacosatratieras of NaCí ano presont isa ¡bo
medium.
Circular dichroism and flueroscosaco moasurements
of Ca2’-dopondorat SP-A aggnogates iradicato Chat ¡boso
proteisa aggregatos fenned ira ¡he absenco of N aC 1 are
structunally diffonesat tan <beso bormod ira its prosaico.
Changos isa te seccndary stnucturo of SP-A, ira te
fluorescerace emission mtonsity of ¡be protein and isa tIro
acccssibility of SP-A ti~tephan residuos te aclylamide
are much mere prosacusaced whesa ¡he proteita uradergees
Ca2’-isaduced solf-aggregatiosa ita Che absesace than ira títo
presence of NaCí. Ira adéitiema, te extosal of (7=0’-
doposadont seif-aggrogatiesa of SP-A is much higher ita
<he absesace ¡basa isa ¡be presorace of NaCí. Transmissicsa
eloctrosa micrcsccpy studios (31) indicate ¡bat SP-A
octadecamors hecome cempacled (deseé bouquot) ané
(he stem bocomes more deteetable lis Che preserace of
24-
n,illimolar concesatratiosas cf Ca and ira Che absenco of
NaCí. lntoroslingly, whera calciur-sa and NaCí are
prososal ira Che msaedium, tho SP-A octadocamor netains
mono ob ata epesaed-beuquot síructuro and ¡be stom is
loss do¡octable. l’hus, (he effect of C=0~esa SP-A
sínucturo appears te be medifaed by ¡be preserace of
NaCí. Cempacted SP-A conformaticra haduced by
millimolar ceraceratratiesas ob Ca2 ira Che absonce of
NaCí ocuid centribute te ¡be fermation cflargor pretoin
aggregates in cempanisera te a mene epesaod-bouquot
structuro.
Adéitien cf EDTA te C=0’-dependeratSP-A ag-
grogates causes dissociatien of diese aggregates fesaned
ei¡ber ira ¡be preserace er ira lite abseraco of NaCí,
Hcwox’or, whora ¡he protoin is isa ¡he absorace ob NaCí,
addiliosa of EDTA leads te a markod less of ol¡ipticity.
Furthensaaoro, SP-A loses lis ability te aggrcga¡e lipid
x’csicles ira a (7=01 -deperadent mar-anor. ita ccsatrast, whora
EDTA is adécé te C=0’iNa~-isaducodprotoisa aggrc-
gatos, ¡be nesultirag nesa-aggregated SP-A hardly
changos its scceradary síructuro and retairas its vosicle
aggregatien properties. AIí tegoffier, tose data nidicato
lite strong offect of tho ieraic streraglh era Ca2’-
deporadosat solf-aggrogatiora precess of SP-A.
Ora Che otiter hand, SP-A utadorgeos a markcd self-
aggregatiera as te pH is roducod below 6.5. The
protein oraceunters a mild¡y acidie pH aiorag ils exc-
eytic/ondocylic paChway (9, 32). Acidie ccmparlsnesats
aleng ¡bis palhway Irave millimolar concesatratiosas of
ct asad physielogical iosaic strengt. SP-A bocemos
imrsaunclcgical¡y usareactivo usador Choso cosaditicras (33)
and its lipid biradirag proporties changed (9, 34). Wo
show boro that <he prosaico cfsalts isa ¡be modium is a
negulatony clemesal defming te lo-vol cf pH-dependesat
se¡f-aggregatiosa. Ira te presenco of salts (oither 150
mM NaCí or ¡50 mM KCl), (he oxtent of self-
aggrogatiera as a fusacticra of pl-! is reducod, Tho effect
of salts is rIso visible ita ¡be chango ira ¡he secondary
stmctune of Che proteira. Whera bot NaCí (en KCI) and
CaCI
2 aro presesat isa ¡he medium ¡be ¡ex’e¡ of self-
aggrogaticn docroases overa moro as tIre ph is roduced
ira Che rango 4.2-6,5, suggesting dilforent eifects cfCa”
asad FI” icns era Che proteira ira te prosoraco ob salts. ¡1 -
ecuid induce solf-aggnogatiosa ob tho protoin by preto-
nation of Che carboxyl groups, whieh would reduce ¡be
negativo surfaco chango esa ¡be pretoixa. Thc ac¡iosa cf
II Ruano et al.
Ca2~ era ¡he prolein ita te preserace of salts mighí be
mere specific and not simply related te neutralizatiora of
¡he negativo changod canbexyl groups en ¡he proloin.
Temperature effect un self-aggregaúon of SP-A.
At physielegical lemperature, SP-A self-aggregaliosa
can be iraduced citen by (7=0’en by FI’. Intonostisagly, at
lew tempenature S¡>-A utadergoes self-aggrogatiosa in
tite prosaico of EOTA al neutral pH provided physio-
logical salino is prosont ira Che rnedium. Increasirag
temporatune te 370(7 or 40”C ro-verses ¡his proeess. Isa
rIso absesace of NaCí, ¡he negativo surfaco charge en ¡be
preloin weuld likoly preverat pretoisa aggregatiora at iew
temperatures unjo-ss chango stabilization oceurred isa lIso
preso-saco ofNaCí. TIso raegativoly chargod CRD rogiosas
of SP-A weuld approach each otitor meno easily whera
eharge-stabilizatiosa occurs. TIre saune pnecoss weuld
happen as ¡be pH is reducod. The Iread greups of SP-A
would britag cleser lo each ellier. mo otloct cf low
tortaperatuneen SP-A self-aggrogation can be oxplained
by a decroaso ira solubility. Purified lipid-free SP-A is
soluble ira a prosumably nativo ectadocaineric fcrm ita
very lew ionic streragffi buffers and neutral pH. Otiter
coraditiosas atiectirag icrilo stresagffi, pH, temperature en
exon ¡be presence of taco amousats of calcium ita ¡be
proteira solution ecuid load te some type of solf-ag-
gregatiora of te pretein ita ¡be aquecus phase. TIre síato
of SP-A solf-aggnegatien eculd accoutat bor some
differencos ira ¡he results from difforont laboratorios.
Iraterostiragly, boCh Ca2>-and Ca2~/Na>-dopondent
self-aggnogaticra activily ob SP-A is completoly inhib-
ited by unfoiding of Che collagesa-like demain of porcino
SP-A at 56”C. Haagsman el al. (1990) reported Chal
lipid aggnegritiera ir-aducod by canino SP-A, ira te
preserace of Ca2> and saits, docreased as lemperaturo
isacreasod up te 60”C, indicating Chalan intací collagen
domain may be roquined fon specifac SP-A-isaducod
lipid aggrogation. TIso similar tomperature doperadence
of betit, self-aggregatiera and lipid aggnegatien proc-
essos alse supponts te cencopt tIrar Ca2~-dopendent
self-aggregaticsa asad Sl’-A-iraduced lipid aggregaticn
aro rolaled phosaemena.
Fuily assemblod SP-A is a hoxamon of tnimens.
Strerag raoaaccvalosat intermoleculan forces ita lite N -
terminal segmerat asad ¡he first pan ob tIre collagora-like
nogiora of SP-A, asad ract in¡orchain disuifado berads, ano
te majen dotermiraants ob SP-A assombiy in¡e supra-
trimerie oligen~ers (35). l)eoligemerizatiora is expected
te load te less or alteration of bielogical functiera.s of
SP-A (36). Because interactioras botween collagon
triple helicos are impertaní ha SP-A oligemorizalien,
<he fermaticra cf smaller fonus cf SP-A afler mild hoat
treatment ceulé load te inhibition of seif-aggrega¡ien
and lipid-aggregatiera activities cf SP-A. Iíewever, it
can net be níled out ¡be pcssibiiity tat cellagen-like
demain is irix’olx’ed ira tho procoss cf pretoin-pretoin
aggnegalien isaduced by Ca2.
lralereslingly, self-aggrogalien iraduced by H> is saet
affectod by urafolditag of ¡be cellagesa-like demain
hadicatirag ¡bat neiter <bis domaita raer oligomerizatiora
of SP-A is abselutely roquired fon Chis type of self-
aggregation. This findirag stroragly suggesls ¡bat H~ and
Ca iens induce SP-A self-aggregatiera by difberenl
mechanisms. TIris idea is additioraally supported byte
fmding ¡bat Che prosaico of (7=0>/NaCíattaiuates ¡he
otloct of H’ ions en proteisa self-aggregation.
Phystolog¡calImplicaions. SP-A aggregatiera me-
dialed by Ca2’ and NaCí might ha-ve pIrysiolegioal
signif¡canoe since alveolar hypophase contaisas Na~
(150 mM) and Ca21 (1.5 mM) ions. The intoraction of
SP-A with patogoras en wi¡b its rocoplors en macre-
phages or era lype II celís or lIso abilily of SP-A tu
aggregate lipids has beon studied usador teso ionic
cesaditiosas, TIrus, SP-A ocuid itatoract wi¡b diifenent
liganés isa a Ca2>/Na~ -do-ponderal self-aggregated fosan,
which weuld retaita an oponed-beuquet strueture (31).
We suggest (bat SP-A beurad te lipids, carbohydrates en
ccli sunfaces in lIso alveolar subphaso is ira a self-
aggregated form induced by physiological cencesatra-
tiesas of Ca2’ and NaCí resultitag ni a multivalesat
presontatiora of SP-A lo its ligands.
REFERENCES
1. Jehanssosa, J., asad Curstedl, T. (¡997)Eur J Biochem.
244, 675-693.
2. McCcnnaek, E. X. (1998) Riochím. Biophy& Acta 1408,
109-131.
3, Kureki, Y., MctIosasaack, It X,, Ogcsawara, Y., Masesa,
R. .1., and Veoltor, D, R, (1994>] Bit>], (‘bern. 269,
29793-29800,
4. McConsaarcl=,EX., Kur-oki, Y., Stewa¡t, Ji., Masen, R.
.1., arad Voelker, E>. R. (1994),í BIoL Chem. 269, 298(11-
29807.
5. Kuroki, Y., arad Atino, T. (1991)] BIoL Chem. 266,
3068-3073.
6. Casá -,C., Miguel, E., asad Pérez-Gil, J. (1993) Bíochern.
] 296, 585-593.
7. Ruano, M. L. E,, Nag, K., Worlhmasa E. Casals C Pérez-
C,il.i.,asadKwuglr,K.MJW.(1998)Biophys. .1, 74,ll01-
1109.
8. Ruasao,M.L.F.,Miguel,E.,Péne-z-Gil,J.,asadCasaís,C,
(1996) Bíochern. .1313,683-689.
9. Ruano, ML. FN, Pérez-Gil, 1., arad Casals, C. (1998>]
BIoL Chem.273, 15183-i5191,
10. EfraIl, FI., Hawgeod, 5., Willianas, M. C., Herrg, K., atad
Besasosa, E. J. (¡987) Biochenristry 26, 7986-7993.
II. Kcrlhagosa, T, R,, Bruno, NI, D., Ross, Ci. }?,, ¡ luolsmasa,
K.M.,Ikegami,M.,Jebe,A.Il.,Wor¡,S.E., Súipp,B.
R., Monis, R. E., (llasson, 8. W., Bachurski, C.
Iwamoto, 11. 5., asad Whitsotl, J. A. (1996)Proc, Natl,
Atad. Sc-]. USA 93, 9594-9599.
12. Suzuki, Y., Fujita, Y., asad Kogishi, K, (¡989) Am. Rea~
Respir IJis, 140, 75-81.
SeIf-aggregatiora of SP-A 12
13. Hawgcod, 5., Besasen, 13 .J., Schillisag, J., Damm, O,,
Clemonts, j,, asad White, R. T, (1987) P>’oa A/att Atad?
Sé. USA 84, 66-70,
14. Inio, M.J,, asad Wright, j, R, (1998) Biochim. Biophys-.
Acta 1408,241-263,
15. Haagsman, 11. P.(1998) Bloc/dm, Biophy& Acta 1408,
264-277.
¡6. Haags¡sa¿ssa, H.P., Sarge~nt, T., HauschIa, P. V., Besasesa,
13. J., asad llawgecd, 5. (¡990) Bioche>nistry 29, 8894-
890<>,
17. Casals (7., MIguelE., Párz-Gil, J,, asad Fcxnándw-Ruano, M.
L. (l994)J-tog. Respir. Res, 27, 39-43.18. <iiaynor, tI, O., MeCoranack, E. X,, Voolker, O. R.,
Mcgowasa, 5. E,, asad Sehiosirager, E, 5. (1995) J
Imrnunol, 155. 5343-535 1.
19. Weissbach, 5., Neuesadasak, A, Pottersscn, NI., Sehaborg,
T,, asad Pisen, U. (1994) Am. J. Physiot 267, 1.660-
L666.
20. Casals, tI,, Herrera, 1.., Miguel, 11., Garcia-Banosac, 1>.,
asad Municie, A. M. (1989) Bloc/dm, Bioplíys. Acta
1003, 201-203.
21. Sehoosamakors, T.J.M., Visser, 0. 1., l’lik, (1., and
Theovesaet, A. P. R. (1992) filo fl~’chnlqucs /2, 870879.
22. Iakowicz, 3, R, (1983) PrIncIpIes of Fluorescence
Specwoscopy, Plomar-ra Press, New Yotk asad London,
23. Lehzvr, S.S. (197l>BiochernIs0~-’ 10,3254-3263.
24. Eftisak, M. R., asad <‘ahiron, CA. (1981)Anat Biochem.
ff4, ¡99-227.
25. Vess, ‘1., Eistetter, 13., asad Sehafer, K. P. (1988)] MoL
BioL 201, 219-227,
26. llaagsman, 11, P., Wbite, R, 1., SeIs g, 3., I~a!g 1<.,
Bensesa, 13. 3., tI,olden, 3. 1 Iawgccd, 5., asad Clornonts, 3,
A, (¡989) Am, 3. Physicl. 257 (Lusag <‘oil. Mcl, Physiel.
1), L42i-L429.
27, Poned, A. Ilellosi, M., ‘fltssaady, Co. md Fasman, Co. O.
(1991>ñ’ot. Eng.. 4,669-679.
28, Niolsosa, 1). W., and I.owis, M. 13, (1988) Pedía»-, Res,
24 322-325.
29, Nielsen, O. W,, tI,oorke, .1., asad Clernents, JA. (1981)
Proc, A/att Atad. Sé. LISA 78, 7119-7 ¡23.
30. Moj*ucr-nN,Maretzid,D., Stevesas, PA,, asad Ilofinasan,
K. P, (1997)] Biul. (‘hem, 272,14600-14605,
31. Palaniyar, N., Ridsdale, R. A., Holtomnan, CE., Isaehloy,
K., Posssar-ayen, E., asad llanauz, 0. (1998).! S»-uct, RieL
122, 297-310.
32, Osanai, K,, Mm-un, R, .1,, anO Vodka, DR, (1998)Am.
] Respir (‘el] MoL RieL 19, 929-935,
33, Vcorhout, W. E., Voonesadaal, T., Haagsmasa, II. 1’.,
Verkloii, Al,, van tI,olde, L. M. Ca., asad Garzo, 13. 3.
(1991)] Jlisbochenr, (Sytochern. 39, 1331-1336,
34. Ruano, M. E. U., Nag, 1<., Casals, (7., Pérez-Cal, 3., asad
Kocugla, K. M, W. (1999)Biophys.J. 77, ¡469-1476,
35. McConnack, E. X., l)amodarasamsay, M., asad Elhalwagi,
13. M, (1999)] fbi (‘bern, 274, 3173-3181.
36, liicklhag, T. P,, Malho¡ra, R,, asad Sim, kB. (¡998> Mo]?
Medicine 4, 266-275.
5.4 5.A UTOAGRECAdÓNDE LA SP-A
DISCUSIÓN
Previamente habíamos comprobado
que la SP-A experimenta autoagregación
en presencia de calcio o a pH ácido (ver
capftulo 3). En este capítulo abordamos el
estudio de la autoagregación de la SP-A en
condiciones fisiológicas de Ñerza iónica.
En el trabajo presentado en este capftulo,
hemos observado que, a 37 0C en un medio
con baja ifierza iónica, la SP-A necesita
concentraciones de Ca2’ de orden milimo-
lar para que se dé este fenómeno. Sin em-
bargo, en presencia de NaCí 150 mM, el
requerimiento de Ca2~ para que esto ocurra
baja hasta 2-15 ~tM.Además, los agrega-
dos de SP-A inducidos por Ca2~ difieren
estructuralmente de aquéllos inducidos por
Ca2t’Na~, como lo demuestran los experi-
mentos de fluorescencia y de dicroísmo
circular. Parece ser, por tanto, que la pre-
sencia de NaCí modifica el efecto del Ca2
sobre la SP-A. Estos resultados apoyan las
observaciones de Palaniyar y colaborado-
res (Palaniyar a al. l998a), que observa-
ron mediante microscopia electrónica de
transmisión que la molécula de SP-A
adopta en presencia de Ca2~ una confor-
mación más compacta (más estirada) que
cuando hay Ca2’ y NaCí en el medio.
La autoagregación inducida por
Ca2~/Na~ es reversible. La disociación del
agregado por EDTA da lugar a una proteí-
na con estructura secundaria semejante a la
que tenía antes de la autoagregación, y con
capacidad de inducir agregación de vesí-
culas lipídicas de forma dependiente de
Ca2~. Sin embargo, aunque la autoagrega-
ción inducida sólo por Ca2~ se revierte
también con EDTA, la SP-A resultante
pierde dicha actividad agregante de vesí-
culas dependiente de Ca24-.
La autoagregación de la SP-A que se
produce en presencia de Ca2~ y NaCí Po-
dría tener una gran importancia fisiológica,
ya que en el alveolo pulmonar se encuen-
tran estas especies iónicas esa concentra-
ciones similares a las ensayadas (Nielson
a aL 1981, Nielson y Lewis 1988). Ade-
más, el requerimiento de Ca2~ para la au-
toagregación en presencia de NaCí, de
orden micromolar, es similar al necesario
para inducir la agregación de vesículas
lipídicas (Ruano et al. 1996), con lo cual
es POsible que haya una correlación entre
ambos procesos, en el sentido de que la
agregación lipídica esté mediada por la
autoagregación de la proteína después de
imirse a las vesículas. De esta manera, la
autoagregación en estas condiciones po-
dría ser responsable, al menos en parte, de
las transformaciones estructurales que ex-
perimenta el surfactante tras su secreción
desde los cuerpos lamelares al espacio
alveolar. Por otra parte, los estudios de
unión de la SP-A a sus receptores en neu-
mocitos tipo II y macrófagos y su interac-
ción con algunos patógenos han sido abor-
dados bajo estas condiciones iónicas, por
lo que podría ser la forma autoagregada la
forma responsable de estas propiedades.
Las sales también modifican la autoa-
gregación de la SP-A que se produce en
condiciones de pH ácido. La presencia de
NaCí 150 mM produce diferencias en el
espectro de dicroísmo circular de la pro-
teína a pH ácido, y hace que la extensión
de la autoagregación sea menor (menor
absorbancia a 360 mn), lo que podría de-
berse a la existencia de interacciones de
tipo electrostático implicadas en la autoa-
gregación a valores bajos de pH. La pre-
sencia simultánea de Nací y Ca2’ también
hace que la extensión de la autoagregación
al ir disminuyendo el pH sea menor que en
ausencia de estas sales. Este hecho se po-
dría deber a que dichas sales producen un
efecto más específico en estas condiciones
de pH que el que correspondería sólo a la
neutralización de residuos ácidos por parte
de los iones H4 del medio. Todo esto Po-
dría condicionar las propiedades de la SP-
A dentnj de los cuerpos lamelares si tene-
mos en cuenta que estos orgánulos, ade-
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más de poseer un pH ácido, poseen Ca2’ y
fuerza iónica fisiológica en su interior.
Por otra parte, la autoagregación indu-
cida por Ca2 (pH neutro) depende de la
integridad del dominio colagénico (Ha-
agsman et al. 1990), lo que no sucede cosa
la autoagregación inducida por pH ácido.
Esto indica que ambos
regidos por mecanismos
que probablemente estén
distintas de la molécula.
En resumen, hemos
toagregación de la SP-
diversas circunstancias
fenómenos están
diferentes, en los
implicadas partes
visto que la au-
A se produce esa
siguiendo meca-
saismos distintos, y que la presencia de
NaCí afecta a la formación de estos agre-
gados. Esto se puede deber a que los iones
Na’ y Cl neutralizan las cargas de la pro-
teína, eliminando de esta forma la repul-
sión electrostática entre las moléculas de
SP-A. Así, la presencia de NaCí a pH
neutro facilitaría la autoagregación de la
proteína al dismr-nuír su solubilidad (por
ejemplo al disminuir la temperatura, según
hemos visto en este capítulo), y también
permitiría que los iones Ca2> o H’ produz-
can cambios estructurales y funcionales
más específicos en la SP-A.
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6. DISCUSIÓN GENERAL E
IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS

6. DISCUSIÓN b.3 
A lo largo de esta tesis se ha pro- 
fundizado en el conocimiento de algunas 
características estructurales y funcionales 
de la SP-A. El estudio de estas propieda- 
des, que rigen su interacción con los lípi- 
dos y otras proteínas del surfactante, po- 
dría aclarar algunos aspectos sobre el pa- 
pel que desempeña la SP-A en las distintas 
fases del ciclo metabólico del surfactante. 
Tras ser sintetizada, la SP-A entra en 
la ruta de secreción de los neumocitos tipo 
II. Se sabe que, al menos en parte, es se- 
cretada al espacio alveolar desde los cuer- 
pos lamelares a través de la vía secretora 
regulada. En el primer y tercer capítulos de 
resultados demostramos que la SP-A expe- 
rimenta autoagregación en presencia de 
calcio, así como en condiciones de pH 
ácido. Este tipo de autoagregación se pro- 
duce también con otras proteínas que son 
exocitadas a partir de gránulos de secre- 
ción por la vía regulada (Orci et al. 1987, 
Kuliawat y Arvan 1994). La capacidad de 
la SP-A de experimentar autoagregación 
en estas condiciones podría estar relacio- 
nada con su segregación hacia la vía regu- 
lada, separándose así de las proteínas que 
son secretadas por vía constitutiva (fig. 
6.1). En efecto, el ambiente que halla la 
SP-A en su camino hacia el espacio al- 
VESíCULAS 
LIPíDICAS 
TRANS-GOLGI 
CUERPO 
LAMELAR 
GRÁNULO 
SECRETOR 
l SP-A y proteínas 
secretadas por 
INMADURO la vía regulada 
@ Proteínas secre- 
tadas por la vía 
constitutiva 
Figura 6.1. Esquema de la posible rnta de secreción de la SP-A Al salir del trans-Golgi, la SP-A se segre- 
ga de las proteínas que serán secretadas por la vía constitutiva. El pH del medio en el que se encuentra la SP-A a 
lo largo de esta ruta de secreción se va acidificando, hasta llegar al pH alrededor de 5 de los cuerpos lamelares. 
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veolar se va acidificando desde el retículo
endoplásmico (pH 7.()) hasta los cuerpos
lamelares (pH 5.5) (Chander et al? 1986).
Además, la concentración de calcio en el
interior de estos compartimentos es relati-
vamente alta (2-10 mlv!) (Eckenhoff
1989). Es posible que además la SP-A in-
teraccione con algún elemento de la mem-
brana de los compartimentos por los que
pasa a lo largo de su ruta de secreción, lo
que podria contribuir a su segregación de
aquellas proteínas que serán secretadas por
la vía constitutiva. El estado de autoagre-
gación y los cambios conformacionales
que experimenta la SP-A cosa el pH y el
ambiente iónico del interior de estos com-
partimentos podría estar relacionado con
su posible interacción con estos elementos
de membrana. La fuerza iónica del com-
partimento también podría modular este
fenómeno; según vimos en el último capí-
tulo de resultados, la presencia de NaCí o
de KCI 150 mM afecta al cambio estructu-
ral y a la extensión de la autoagregación
producidos a pH ácido.
Por otra parte, hemos visto que la SP-
A tiene la capacidad de inducir la agrega-
ción de bicapas lipídicas a pH ácido siem-
pre que éstas contengan fosfolípidos áci-
dos; esta interacción con dichos fosfolípi-
dos disminuye el estado de agregación de
la SP-A. Es posible que esta propiedad
esté implicada en el mecanismo que per-
mite el denso apilamiento de membranas
lipídicas dentro de los cuernos lamelares.
En este sentido, el PG, cuya función en el
surfactante se desconoce actualmente, po-
dna facilitar el empaquetamiento de las
membranas del surfactante (dependiente
de la SP-A y las proteínas hidrofóbicas SP-
8 y SP-C) dentro de estas estructuras de
almacenamiento. En efecto, a un pH ácido
similar al existente en los cuerpos lamela-
res, vimos que la SP-A, aunque se une a
bicapas de DPPC, no induce su agrega-
cián, lo que sí ocurre si en la bicapa hay
fosfolípidos ácidos. La presencia de PG
podría por tanto favorecer e incluso ser
necesaria para el empaquetamiento de
membranas fosfoipídicas en los cuerpos
lamelares. La especial interacción de la
SP-A a pH ácido con mezclas lipidicas que
contienen fosfolípidos ácidos podría otor-
gar un importante papel a estos fosfolípi-
dos en la fase pre-secretora del ciclo del
surfactante.
Una vez secretados los componentes
del surfactante al espacio alveolar, las inte-
racciones entre ellos varían al cambiar las
condiciones de pH. Al pasar al pH neutro
de la subfase acuosa del alveolo, la proteí-
na experimenta cambios estructurales. En
las condiciones jónicas presentes en el
medio extracelular alveolar (NaCí 1 50
mM, Ca’ 1.8 mlvl. pH 7.0) la SP-A inte-
racciona con otras moléculas de SP-A. y
además se incrementa su afinidad por
DPPC e induce la agregación de vesículas
compuestas por este fosfolipido. En estas
condiciones, la SP-A no induce la agre-
gación de vesículas de DPPG, a no ser que
haya DPPC en la composición de la vesí-
cula. Todos estos cambios podrían estar
implicados en el reordenamiento de las
membranas fosfolipídicas recién secreta-
das. y por tanto en la formación de mielina
tubular y la posterior creación de la mono-
capa de DPPC y otros fosfolípidos por
adsorción a la interfase de parte del mate-
rial secretado (fig. 6.2).
El papel de la mielina tubular en el ci-
cío metabólico del surfactante pulmonar
no está aún claro. Se sabe que su presencia
no es necesaria para el correcto funciona-
miento del surfactante como agente ten-
soactivo (Notter e,’ al. 1986, Korfhagen e,’
al? 1996). Sin embargo, se ha observado
que la existencia de mielina tubular apare-
ce asociada a una adsorción más rápida de
sus componentes a la interfase aire/líquido
(Korfhagen et c/. 1996>. El que la SP-A
intervenga y sea necesaria para su for-
mación se correlaciona con el hecho expe-
rimental de que la SP-A facilite la adsor-
ción de fosfolipidos a la interfase (Hawgo-
od et aL 1987. Yu y Possmayer 1990),
aunque para ello necesita la ayuda de SP-
8, proteína que también es imprescindible
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Figura 6.2. Secreción del surfactante pulmonar al espacio alveolar y formación de la monocapa. Al pasar 
del pH ácido de los cuerpos lamelares al pH neutro de la subfase acuosa en el espacio alveolar, los componentes 
del surfactante experimentan cambios en su organización que desembocan en la formación de la mielina tubular 
primero, y de la monocapa en la interfase después. Asociado a la monocapa permanece un reservorio de material 
lipoproteico. 
para la formación de mielina tubular. En 
las condiciones iónicas existentes en la 
subfase acuosa del espacio alveolar (pH 
neutro, fuerza iónica fisiológica y calcio), 
la SP-A induce la agregación de vesículas 
lipídicas (King et al. 1983, Hawgood et al. 
1985, Casals et al. 1993). La actividad de 
agregación de vesículas lipídicas de la SP- 
A se correlaciona con su capacidad para 
acelerar la adsorción interfacial de mem- 
branas que contengan SP-B, y probable- 
mente con su participación en la formación 
de mielina tubular junto con la SP-B 
(Suzuki et al. 1989, Williams et al. 1991). 
Sin embargo, aun no se conoce el meca- 
nismo por el que la SP-A induce esta agre- 
gación de vesículas lipídicas. Se ha pro- 
puesto que dicho fenómeno se podría dar 
como consecuencia de la autoagregación 
de la propia proteína mediante interaccio- 
nes de tipo lectina (dependientes de calcio) 
entre los dominios CRD (dominios de re- 
conocimiento de carbohidratos) de distin- 
tas moléculas de SP-A (Haagsman et al. 
1991). Sin embargo, los resultados recogi- 
dos en el primer capítulo de esta tesis indi- 
can que la desglicosilación de la SP-A o la 
inhibición de interacciones de tipo lectina 
no inhibe la agregación de vesículas, lo 
que descarta la participación de dichas 
interacciones en este fenómeno. En el ter- 
cer capítulo proponemos que la agregación 
de vesículas inducida por la SP-A en pre- 
sencia de Ca”/Na’ estaría mediada por la 
autoagregación de SP-A unida a lípidos en 
las mismas condiciones iónicas. Dos he- 
chos experimentales apoyan esta hipótesis: 
a) El requerimiento de Ca2+ (I&“‘+) 
para ambos procesos en estas condicio- 
nes (pH neutro, fuerza iónica fisiológi- 
ca) es muy similar (de orden micromo- 
lar). 
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b) La integridad del dominio colagé- 
nico es necesaria también para que se 
den tanto la autoagregación de la pro- 
tema como la agregación de las vesícu- 
las inducida por la SP-A (Haagsman et 
al. 1990; ver también el capítulo 5). 
El mecanismo propuesto en el párrafo 
anterior, según el cual la agregación de 
vesículas lipídicas estaría mediada por la 
autoagregación de la SP-A, podría ayudar- 
nos a comprender cómo se forma la mieli- 
na tubular. La mielina tubular es una es- 
tructura tridimensional. Para su formación, 
por tanto, es necesaria la presencia de al- 
gún elemento que sea capaz de distribuir 
los lípidos en distintos planos en el espa- 
cio. Este elemento podría ser la SP-A, si 
tenemos en cuenta que, en su estructura 
nativa, es un octadecámero organizado en 
seis trímeros. Cada uno de los trímeros 
puede interaccionar con lípidos en un pla- 
no distinto (agregación lipídica), y cada 
octadecámero puede interaccionar con 
A 
otros octadecámeros (autoagregación), lo 
que contribuiría a formar la estructura tri- 
dimensional de la mielina tubular. 
Una vez formada la monocapa en la 
interfase, la SP-A sigue interaccionando 
con los lípidos situados en ella. Como vi- 
mos en el segundo capítulo de resultados, 
cuando la monocapa está expandida (baja 
presión superficial 0 alta tensión superfi- 
cial), la proteína tiende a situarse en la 
interfase, penetrando en la monocapa por 
los “huecos” existentes debido a defectos 
de empaquetamiento lipídico entre los do- 
minios LC (líquido condensado) y LE (lí- 
quido expandido). La distribución de la 
SP-A en la monocapa depende de la com- 
posición de ésta: la presencia de fosfolípi- 
dos ácidos (PG) hace que se segregue en 
agregados proteicos (situados entre los 
dominios LC y LE) debido a la repulsión 
electrostática entre la SP-A (con carga 
superficial negativa a pH neutro) y el PG; 
en cambio, la ausencia de fosfolípidos áci- 
dos (DPPC sola) permite su interacción 
hipoiàse acuosa 
Figura 6.3. Compresión de la monocapa de surfactante. La SP-A procedente de la subfase acuosa se asocia 
con las zonas de la monocapa mas empaquetadas, distribuyéndose posteriormente al resto de la monocapa desde 
estas regiones (A). Al aumentar el estado de compresión de la monocapa, aumenta el empaquetamiento de sus 
componentes (B) basta alcanzar el colapso (C). Tras el colapso. los lípidos del surfactante permanecen asociados 
a la interfase aire/líquido gracias a la SP-A. 
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con los dominios LE, y posiblemente su
penetración en ellos. Se cree que la mono-
capa de surfactante situada en la interfase
aire/líquido del alveolo está muy enri-
quecida en DPPC, por lo que la interacción
de la SP-A con los dominios LE no estaría
impedida por repulsiones electrostáticas.
Una consecuencia de dicha interacción
podría ser un aumento en la estabilidad de
la monocapa. Después, durante la compre-
sión, la SP-A es expulsada de la monoca-
pa, aunque es posible que siga asociada a
ella de alguna manera formando puentes
entre ésta y un reservorio de lípidos situa-
do en la subfase (Yu y Possmayer 1996),
lo que permitiría la reinserción de la pro-
tema durante la siguiente expansión del al-
veolo (fig. 6.3). En esta reinserción podría
arrastrar de nuevo hacia la monocapa parte
de la DPPC que fue expulsada al alcanzar-
se el colapso de la monocapa durante la
compresión, favoreciendo así que se man-
tenga más o menos constante la disponibi-
lidad de DPPC en la interfase.
Por otra parte, la SP-A de la subfase
acuosa (no asociada a la monocapa) podría
interaccionar con los lípidos (DPPC y
otros) que han sido expulsados de ésta
durante la compresión, causando la agre-
gación de éstos. La agregación de los ele-
mentos eliminados de la monocapa podría
facilitar su captura por neumocitos tipo II
y macrófagos alveolares (mediada por la
unión de la SP-A a sus receptores situados
en la membrana de estas células) para su
posterior destrucción o reutilización. Aun-
que la interacción de la SP-A con monoca-
pas es menor cuando hay fosfolípidos áci-
dos (ver segundo capítulo de resultados),
cuando se trata de bicapas con este tipo de
fosfolipidos la extensión de la agregación
llega a ser incluso mayor que cuando las
vesículas están compuestas sólo por DPPC
en las condiciones del alveolo pulmonar
(Casals et al?, 1993), por lo que la variada
composición (incluidos fosfolípidos áci-
dos) de las vesículas salientes de la mono-
capa podría favorecer su agregación indu-
cida por la SP-A.
La subfase acuosa del alveolo pul-
monar tiene un pH neutro. En determi-
nadas patologías, como en el síndrome de
aspiración gástrica, el pl] puede volverse
ácido. Con los estudios realizados en esta
tesis, hemos visto que una disminución del
pH alveolar podría alterar el funciona-
miento del surfactante, en tanto en cuanto
afecta a la interacción entre sus distintos
componentes. Así, en el primer capítulo de
resultados demostramos que la SP-A es
capaz de inducir la agregación de vesículas
lipídicas con fosfolípidos ácidos, pero no
de vesículas de DPPC a pH ácido. Por otra
parte, esta proteína tampoco mteracciona
de igual forma con monocapas que poseen
DPPG a PH neutro que a pH ácido (ver
segundo capítulo de resultados); en el pri-
mer caso, la carga negativa del fosfolípido
ejerce una repulsión electrostática sobre la
proteína debido al pI ácido de ésta, mien-
tras que a pH suficientemente ácido parte
de sus residuos se protonan, permitiendo
así la interacción entre el fosfolípido ácido
y la proteína.
En resumen, el estudio de la estructura
que adopta la SP-A en las diversas condi-
ciones a las que se ve sometida durante su
paso por los distintos compartimentos intra
y extracelulares, así como el de sus pro-
piedades funcionales en dichas condicio-
nes, nos pueden ayudar a comprender los
mecanismos moleculares que rigen los
procesos de almacenamiento, secreción,
adsorción y reciclaje del surfactante pul-
monar. Sin embargo, aún es necesario am-
pliar más el conocimiento de estas propie-
dades, especialmente en lo referente a la
mteracción de la SP-A con las otras proteí-
nas del surfactante (principalmente la SP-
B y la SP-C), y estudiar qué partes de la
proteína están implicadas en cada una de
sus fimciones.
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Los resultados concluyentes de esta memoria se exponen en el orden de presentación de
los capítulos de acuerdo con los objetivos planteados.
A. Interacción de la SP-A con bicapas fosfolipídicas.
Al. pU neutro.
1. La SP-A se une e induce la agregación de vesículas que contengan DPPC (DPPC,
DPPC/PC, DPPC¡DPPG, etc.) a pH neutro. El proceso de agregación de vesículas de-
pendiente de SP-A requiere concentraciones de Ca» de orden micromolar, siendo ~
= 0.74 ±0.29 vM para la SP-A porcina, y 98 ±5 ~tMpara la SP-A canina. La extensión
de la agregación de vesículas de fosfolípidos disaturados (DPPC, DPPCIDPPG), que a 37
0C se encuentran en estado de gel ondulado (Ppj, es mayor que la de vesiculas formadas
por DPPC/PC o DPPC/PG, lo que indica la influencia del estado fisíco de las vesículas
en dicho proceso.
2. La agregación de vesículas que contienen DPPC no disminuye al aumentar la
fuerza iónica del medio, lo que indica una importante contribución de las interacciones
hidrofóbicas en la asociación SP-A/DPPC. La agregación de vesículas de DPPC/DPPG
no ocurre a baja fuerza iónica debido a la repulsión electrostática entre la carga negativa
de los fosfolipidos y la carga superficial negativa de la proteína.
3. La SP-A unida a membranas fosfolipídicas es menos susceptible de ser degradada
por tripsina. La protección es ligeramente superior a concentraciones de Ca» en las que
la extensión de los agregados vesícula lípídícalSP-A es máxima.
4. La capacidad de la SP-A de unirse a carbohidratos en presencia de Ca2~ no esta
implicada en el proceso de agregación lipídica inducida por esta proteína. Por otra parte,
la eliminación de la cadena oligosacárida de la SP-A reduce sólo parcialmente su activi-
dad agregante de vesículas. Estos resultados se oponen y refutan el mecanismo propuesto
para explicar la agregación de vesículas inducida por SP-A (Haagsman et al. 1991) en el
que se postula que dicha agregación podría estar mediada por interacciones lectina-
2+
lectina inducidas por Ca entre dos moléculas de SP-A unidas a lípidos, de manera que
la cadena oligosacárida de una de ellas interaccionaría con el dominio de unión a car-
bohidratos de la otra.
5. Se refrita también la hipótesis de que los complejos SP-A/vesícula agregan me-
diante el proceso de autoagregación de la SP-A caracterizado hasta fechas recientes co-
mo un proceso dependiente de concentraciones de Ca» de orden milimolar y baja tUerza
iónica (Haagsman et al. 1990). Nuestra objeción a dicha hipótesis se basa en que el fe-
nómeno de agregación de vesículas mediado por SP-A y la autoagregación de la SP-A
tienen distintos requerimientos de Ca» (de orden micromolar para la agregación de vesí-
culas y miuímolar para la autoagregación de la proteína) y fuerza jónica. Además, ambos
procesos se ven afectados de forma diferente por la acción de proteasas, la presencia del
homopolisacárido manano, y la desglicosilación de la SP-A en presencia de N-
glicosidasa F.
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A2. pH moderadamente ácido (4.5-6.0).
1. A pH moderadamente ácido, la proteína SP-A se une tanto a vesículas neutras
(DPPC) como a vesículas ácidas (DPPC/DPPG). Sin embargo, sólo es capaz de inducir
una marcada agregación de vesículas que contengan fosfolípidos ácidos, mediante un
proceso independiente de Ca». La agregación de vesículas de DPPU a pH 4.5 inducida
por SP-A decrece con el aumento de la concentración de NaCí en el medio, indicando
que la interacción de SP-A con DPPG a pH ácido tiene lugar por interacciones electros-
táticas. La agregación de vesículas de DPPC/DPPG a pH ácido disminuye sólo ligera-
mente con el incremento de la fuerza iónica del medio debido a la presencia de DPPC.
2. La unión de vesículas ácidas, pero no neutras, a la SP-A produce: a) un marcado
cambio en la estructura secundaria de la proteína, y b) una significativa protección de la
proteína frente a la degradación por la endoproteinasa Glu-C.
3. La unión de la proteína SP-A a vesículas fosfolipidicas y la agregación de dichas
vesículas inducida por SP-A son fenómenos diferentes que probablemente tienen distin-
tos requerimientos estructurales de la SP-A. Los estudios de dicroísmo circular y de epi-
fluorescencia llevados a cabo en esta tesis indican que la interacción de vesículas ácidas
con la SP-A impide la autoagregación masiva de la proteína que tiene lugar a pH ácido
debido a la protonación de los grupos carboxilo de la SP-A, y por tanto a la reducción de
su carga superficial negativa.
2+4. La agregación de vesículas de DPPC inducida por la SP-A en presencia de Ca es
altamente dependiente del pH. decreciendo progresivamente al disminuir éste. El efecto
del pH sobre la agregación de vesículas de DPPC inducida por la SP-A es reversible, de
manera que se produce un drástico incremento de la agregación de vesículas de DPPC
inducida por SP-A en presencia de Ca» cuando el pH del medio cambia de ácido a neu-
tro. Estos resultados son aún más marcados cuando las bicapas de DPPC contienen una o
ambas proteínas hidrofóbicas del surfactante (SP-B y/o SP-C).
13. Interacción de la SP-A con monocapas de fosfolípidos a pH neutro y ácido.
1. La SP-A interacciona y perturba el empaquetamiento de monocapas de DPPC a
pH neutro. La SP-A fluorescente se distribuye en la fase LE del fosfolípido y se acumula
en la interfase entre los dominos condensados y fluidos (LC-L.~E) bajo condiciones de
presión superficial en las que hay coexistencia de ambas fases.
2. La perturbación del empaquetamiento lipidico de monocapas de DPPC inducida
por la SP-A se pone de manifiesto por la formación de dominios LC más pequeños y
numerosos a una presión dada, y por la disminución de la cantidad total de área conden-
sada. Dicha perturbación de la monocapa es similar a la producida por la proteína hidro-
fóbica del surfactante pulmonar SP-C, e indica que la SP-A debe interaccionar con las
cadenas de acilo de la monocapa de fosfolípidos de manera suficiente como para pertur-
bar el habitual empaquetamiento de lípidos.
3. La influencia perturbadora de la SP-A es específica para monocapas de DPPC a
pH neutro, ya que no se observa en monocapas de I)PPC/DPPG. Además, la fluorescen-
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cia de la SP-A marcada con Texas Red® no se detecta en las regiones LE de monocapas
de DPPC/DPPG, observándose sólo en la interfase LC-LE parches discretos de fluores-
cencia que se interpretan como acúmulos de SP-A agregada segregados en dicha interfa-
se. La exclusión de la SP-A de las regiones LE se debe a la repulsión electrostática entre
la proteína y los fosfolípidos ácidos (DPPG) a pH neutro. Las propiedades tensoactivas
intrínsecas de la SP-A le hacen acceder a la monocapa desde la hipofase acuosa a pesar
de su inmiscibilidad con fosfolípidos ácidos.
4. El tipo de interacción de la SP-A con monocapas de DPPC o DPPC/DPPG varía
con el pH, debido a los cambios estructurales que experimenta la proteína a pH modera-
damente ácido. Los agregados de SP-A, formados en la hipofase a pH ácido, se insertan
en monocapas de DPPC en la interfase Le-LE. Dicha inserción no produce ningún efecto
ni en la cantidad total de dominios condensados ni en el número y tamaño de éstos, lo
que indica una total segregación del lípido y la proteína a pH ácido.
5. La distribución de SP-A marcada con Texas Red® en monocapas de DPPC/DPPG
a pH ácido es notablemente diferente a la observada a pH neutro. En medio ácido, la SP-
A se distribuye de manera casi homogénea en la fase LE. La interacción de la SP-A con
monocapas de DPPC¡DPPG impide y revierte la agregación de la proteína en medio áci-
do. Dicha interacción es de carácter electrostático y no induce perturbaciones en el em-
paquetamiento de fosfolípidos en la monocapa.
C. Interacciones proteína-proteína.
- La SP-A experimenta autoagregación a pH neutro en presencia de Ca». La con-
centración de Ca» requerida para dicho proceso depende de la tUerza iónica del medio.
A baja fuerza iónica la K,2» para el proceso de autoagregación de la SP-A es 2.3 ±0.2
mM para la SP-A porcina, y 3.0 ±0.1 mM para la SP-A humana. Sin embargo, a fuerza
iónica fisiológica las ~ son 2.4 ±0.5 ~xMy 12.0 ±1.8 gM para la SP-A porcina y
humana, respectivamente.
2. Estudios de dicroísmo circular y de fluorescencia sobre la autoagregación de la
SP-A dependiente de Ca» indican que los agregados de proteína formados en ausencia
de NaCí son estructura]mente distintos de aquéllos formados en presencia de esta sal.
3. Ambos tipos de agregados (los dependientes de Ca» y de Ca2~/NaCl) se disocian
mediante la adición de EDIA. Sólo la proteína resultante de la disociación de agregados
inducidos por Ca2~/NaCl mantiene su estructura secundaria y su actividad biológica
agregante de vesículas lipídicas.
4. Experimentos realizados a temperaturas inferiores y superiores a la temperatura de
desnaturalización de la región colagénica de la SP-A permiten concluir que esta región es
necesaria para la autoagregación de la SP-A inducida por Ca» o Ca2~/NaC1. Las interac-
ciones entre las triples hélices de colágeno son importantes para la oligomerización de la
SP-A y el mantenimiento de su estructura cuaternaria.
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5. La SP-A experimenta una marcada autoagregación a pH moderadamente ácido en
ausencia o presencia de Ca». Dicho proceso se acompaña de un cambio en la estructura
secundaria de la proteína que es totalmente reversible al neutralizar el pH.
6. La autoagregación de la SP-A aumenta en función de la disminución del pH. Sin
embargo, dicho proceso está modulado por la presencia de fuerza iónica fisiológica y
Ca», factores que reducen la extensión de esta autoagregación. Estas condiciones iónicas
son semejantes a las que existen a lo largo de la ruta exocitica de la SP-A.
7. En contraste con la autoagregación de la SP-A dependiente de Ca», la autoagre-
gación de la SP-A dependiente de pH no se ve afectada por el desplegamiento del domi-
nio de colágeno, lo que indica que ni la integridad de este dominio ni la oligomerización
de la SP-A son condiciones necesarias para este tipo de agregación proteica.
8. El proceso de autoagregación de SP-A dependiente de Ca2~/NaCl y el proceso de
agregación de vesículas inducido por SP-A y dependiente de Ca»/NaCI parecen estar
relacionados. Ambos procesos tienen KPI» similares y requieren un dominio colagénico
intacto en la SP-A. Proponemos que en determinadas condiciones uonicas, de pH y de
temperatura la asociación entre moléculas de SP-A unidas a lípidos deseneadena la agre-
gación entre vesículas a su vez unidas a la SP-A.
Las implicaciones fisiológicas de todos estos resultados se analizan en la discusión gene-
ral.
